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Résumé

Obijectif : Le but de notre étude est d’évaluer l'efficacité du gingembre a restaurer le
déséquilibre métabolique induit par le nitrate d’ammonium. Matériels et méthodes : 50
rats males de genre Albinos wistar ont été répartis en 5 groupes de 10 rats chacun, ils ont
subi un traitement par le nitrate d’ammonium (NH4NO3) et/ou une diete contenant 2 %
de gingembre pendant 30 jours (N mg/kg + G). Lot 1: témoin (0+0) ; lot 2: les rats
recoivent 2 % du gingembre additionné au régime alimentaire (0+G) ; lot 3 : les rats sont
mis sous 400 mg/kg de nitrate d’ammonium par gavage oral (per os) (N+0) ; lot 4 : les
rats ont été traités par combinaison de NH4NOs et 2 % de gingembre (N+G); lot 5: ce
dernier groupe est traité par une dose plus élevée de NH4sNO;3 (600 mg/kg) avec
I'addition de 2 % de gingembre dans leurs régimes alimentaires (N*+G). Résultats : la
toxicité du nitrate d’ammonium s’est traduite par une élévation des parametres
biochimiques : glycémie, acide urique, urée, créatinine, cholestérol, triglycéride, lipides
totaux, transaminases (ASAT, ALAT), phophatase alcaline (PAL), lactate
déshydrogénase (LDH), bilirubine totale et directe. A noter aussi un trouble dans la
formule de numération sanguine (FNS) et une augmentation du taux de
méthémoglobine. L'implication du nitrate d’ammonium dans le stress oxydant est
confirmée par une augmentation significative de la MDA et la glutathion s- transférase
(GSH-ST), une réduction significative de l'activité de glutathion peroxydase (GSH-Px)
et la catalase (CAT) et un effondrement du glutathion réduit (GSH) au niveau des tissus
étudiés. Sur le plan histologique, la microscopie optique réveéle une altération du
parenchyme hépatique et une atteinte tubulaire et vasculaire sévere accompagnée d'une
dégénérescence des glomérules rénaux. Le rajout du gingembre dans la diéte a permis
de rétablir les parametres biologiques a leurs valeurs normales en comparaison avec le
groupe témoin. L’effet cytoprotecteur est démontré par un rétablissement des
dommages cellulaires observés précédemment. Conclusion: le gingembre est alors
considéré comme une plante médicinale possédant plusieurs effets bénéfiques :
hypoglycémiant, hypolipémiant, hépatoprotecteur, néphroprotecteur et surtout
antioxydant.

Mots clés : nitrate d’ammonium, toxicité, gingembre, antioxydant, stress oxydant, rats

& offet protectour d un antioapdant naturel contre le stress oapdiatif induit par le mitrate d ammontum ches les rats
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Abstract

Objective: the present study was designed to evaluate the capacity of ginger to restore
metabolic disorders induced by ammonium nitrate. Materials and Methods: 50 male
rats (Albinos wistar) were divided into 5 groups; they underwent an oral treatment of
ammonium nitrate NHsNOs and/or 2 % of ginger diet (N mg/kg body weight + G)
during 30 days. Group 1 served as control (0+0) ; group 2 received a diet with 2 % of
ginger (0+G); group 3 received a toxic dose of ammonium nitrate (400 mg/kg) and
normal diet (N+0); group 4 received a toxic dose of ammonium nitrate and a diet
containing 2 % of ginger (N+G); group 5 received a highly toxic dose of ammonium
nitrate (600 mg/kg) and an experimental diet containing 2 % ginger (N"+G). Results:
the treatment by ammonium nitrate was found to elicit a rise in blood biochemical
parameters: glucose, uric acid, urea, creatinine, cholesterol, triglycerides, total lipids,
aminotransferase (AST, ALT), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase
(LDH), total and direct bilirubin. Note also a disorder in the complete blood count
(CBC) and an increase in methemoglobin. In addition, the involvement of ammonium
nitrate in oxidative stress was indicated by an increase in MDA level, glutathione S-
transferase (GSH-ST) activity and decrease in glutathione (GSH) level, in glutathione
peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) activities in the studied organs. Histological
study revealed alteration in hepatocytes and severe tubular and vascular impairment
accompanied by degeneration of renal glomerulus. Feeding ginger supplemented diets
restored all the parameters compared to the controls group. Conclusion: the ginger is
considered as a medicinal plant with several beneficial effects: hypoglycemic, lipid-

lowering, hepatoprotective, nephroprotective and especially antioxidant.

Key words : Ammonium nitrate, toxicity, oxydative stress, ginger, antioxydant, rats

& offet protectour d un antioapdant naturel contre le stress oapdiatif induit par le mitrate d ammontum ches les rats
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Introduction

La tres forte expansion démographique que connait actuellement la population
humaine, a entrainé une explosion des systémes de production, notamment
alimentaire. Une exploitation effrénée des sols et des écosystémes a été provoquée pour
produire des quantités suffisantes afin de répondre a cette demande (Patz, 2001).
L'usage massif de fertilisants a permis une augmentation des rendements agricoles,
mais a entrainé une pollution accrue des eaux continentales et des terres cultivées
(Koller, 2009). Le nitrate d'ammonium est un composé chimique de formule NH4sNO;,
principalement utilisé comme engrais azoté, sa présence en excés dans I'environnement
représente un risque majeur pour la santé de '’homme, sa dispersion dans les eaux de
surface et les eaux profondes est un sérieux probléeme environnemental qui se manifeste
principalement par le phénomene d’eutrophisation (Camargo et al, 2005 ; Gilchrist et al,
2010).

La conversion du nitrate en nitrite dans la bouchees est particulierement
importante, la surface dorsale de la langue héberge une flore bactérienne spécialisée
dans la réduction de nitrate en nitrite (Duncan ef al, 1995). Dans 1’estomac, les nitrites
déglutis se transforment en acides nitreux (HNOy), instable, qui se décomposent
spontanément en une variété de composés azotés, essentiellement, le monoxyde d’azote
(NO) et les composés N-nitrosés (Du et al, 2007). Le monoxyde d'azote remplit plusieurs
fonctions physiologiques comme: la neurotransmission (Garthwaite, 1991), la
régulation immunitaire (Hibbs, 1991), la relaxation vasculaire du muscle lisse (Moncada
et al, 1986) et I'inhibition de 1'agrégation plaquettaire (Radomski et al, 1987).

Toutefois, la présence d'un électron non apparié augmente sa réactivité avec les
radicaux libres provoquant par conséquence un stress oxydant. L'interaction du NO*
avec 'oxyhémoglobine (HbO2) est a l'origine de la formation de méthémoglobine
(metHb), en outre, il peut réagir avec des amines secondaires pour produire des
composées N-nitrosés susceptibles d’étre cancérigenes (Volkmer et al, 2005). Rappelons
que la production concomitante dans un méme lieu de NO* et de superoxyde (O2*")
s'avere tres dommageable en donnant naissance au peroxynitrite (ONOO*) qui peut
secondairement se décomposer en d’autres oxydants comme le NO: et le radical

hydroxyle (OH®) (Beckman et al, 1990). Le peroxynitrite est un oxydant cytotoxique
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majeur impliqué dans un grand nombre de dommage cellulaires y compris I'inhibition
des chaines de transfert des électrons mitochondriales, ce qui génére plus de ROS
(Wallace et al, 1998), I’oxydation des LDL se qui accroit le risque athéromateux (Pannala
et al, 1998) etc.

Pour lutter efficacement contre les dommages oxydants, 1'organisme est équipé
de divers systemes antioxydants (Koechlin-Ramonatxo, 2006). De nombreuses
molécules, a savoir la ferritine, la céruloplasmine, l'albumine, et bien d’autres,
permettent de chélater les métaux de transition (Fe2* /Fe3* ou Cu?*/Cu*) (Yu, 1994).
Dans les érythrocytes, le glutathion autrement dit thiol non protéique, est responsable
d’entretenir le fer sous sa forme réduite (Jahoor et al, 1999). Un processus durant lequel
le glutathion passe d’une forme réduite « GSH » a une forme oxydée «GSSG », cette
réaction est catalysée par le glutathion peroxydase (GSH-Px). La régénération du GSH
est assurée grace au glutathion réductase (GSH-R) en présence de NADPH comme
cofacteur (Hayes et McLellan, 1999). D’autres substances exogénes comme les
oligoéléments et les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), les
caroténoides (vitamine A et [-carotene,...), les polyphénols, apportés notamment par
une alimentation riche en fruits et légumes, agissent en piégeant les radicaux libres et
les transformant en molécules plus stables (Pincemail et al, 2002).

Depuis la nuit des temps, les hommes ont toujours utilisé les plantes pour se
nourrir, se parer et se soigner. Toutefois, I'emploi des plantes médicinales a connu un
rapide déclin avec l'avenement de la médecine scientifique et l'apparition des
médicaments modernes. Mais, a cause des effets indésirables de ces derniers, les gens se
tournent de nouveau vers les plantes médicinales. Leur popularité grandissante a
amené les scientifiques a entreprendre de nouvelles recherches essayant d’identifier les
principes actifs et metrent au point une nouvelle variété de médicament. Les épices sont
reconnus comme sources d’antioxydants naturels qui peuvent protéger contre le stress
oxydant et jouer un role important dans la prévention de nombreuses pathologies (Gido
et al, 2010).

Notre étude s’est intéressé a I'une d’entre elles en 'occurrence le gingembre
(Zingiber officinale) connu pour ces vertus médicinales (Chrubasik et al, 2005) et

culinaires. De nombreuses investigations chimiques sur cette plante ont mené a
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l'isolement et 1'identification d'un grand nombre de composés biologiquement actifs,
comme les gingerols, les gingerones et les shogaols (Schwertner et Rios, 2007),
possédant diverses propriétés pharmacologiques : antioxydantes (Stoilova et al, 2007),
cardiovasculaires (Nicoll et Henein, 2009), anti-inflammatoires (Grzanna et al, 2005) et
anti-cancérigénes (Shukla et Singh, 2007).

Plusieurs essais cliniques ont démontré le pouvoir du gingembre a soulager la nausée
gravidique (Ozgoli et al, 2009), postopératoire (chaiyakunapruk et al, 2006),
chimiothérapique (Levine et al, 2008) et cinétosique (Lien et al, 2003), le traitement du
catarrhe, du rhumatisme, les maladies nerveuses, la gingivite, le mal de dents, I'asthme,

la constipation et le diabete (Ali et al, 2008).

(SN
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OBJECTIFS

L’objectif de cette étude est d’évaluer expérimentalement les conséquences
toxicologiques de I’exposition a une eau potable contaminée par les nitrates
d’ammonium et étudier la potentialité du gingembre a réduire I'effet

oxydant en évaluant son pouvoir antioxydant.

Pour cette fin, des parametres : biochimiques, hématologiques, enzymes
antioxydantes (GSH-Px, CAT, GSH-ST), glutathion réduit (GSH) et bio-
marqueurs du stress oxydant (MDA) ont été mesurés. Une étude

histologique sur le foie et le rein est effectuée.
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Chapitre ] KNarate d ammonium

1. Le nitrate d’ammonium

1.1. Description et propriétés physico-chimiques du nitrate d'ammonium

Le nitrate d'ammonium (NHiNOs) (figure 1) est un composé chimique, utilisé
principalement comme engrais azoté, plus connu sous le nom d'ammonitrate. C'est une
substance cristalline, inodore, hygroscopique tend a s'agglomérer en grumeaux, tres
soluble dans l'eau, soluble aussi dans l'alcool, I'acide acétique et 1'acide nitrique. Le

tableau 1 regroupe I'ensemble de ces propriétés physico-chimiques (Oommen et Jain,

1999).

Figure 1 : Structure du nitrate d’ammonium (Tu et al, 2013)

Tableau 1: Propriétés physico-chimiques du nitrate d’ammonium (Oommen et Jain,

1999)

Propriétés Valeur
Formule moléculaire NHiNOs

Masse molaire 80 g/mol
Chaleur de combustion 346 Cal/g
Chaleur de formation 1098 Cal/g
Chaleur de I'explosion 346 Cal/g
Chaleur de fusion 18,23 Cal/g
Densité 1,725 g/cm?
Couleur Incolore

Point de fusion 169,68 °C
Volume spécifique 0,580 cm3/g
Vitesse de détonation 1250-4650 m/s
Coefficient de dilatation thermique a 20°C 982x104 % /°C
Pression de vapeur a 205°C 74 mmHg
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1.2. Procédé de fabrication du nitrate d'ammonium

Le nitrate d’ammonium est élaboré pour la premiere fois en 1659 par Hans Rudolf
Glauber, qui l'appela « nitrum flammans » en raison de la différence entre la couleur
jaune de sa flamme et celle du nitrate de potassium. Le nitrate d’ammonium est produit
principalement a partir d’ammonium et d’acide nitrique selon la réaction suivante :

NH3 + HNDS — NH*ND3

De nombreux procédés permettent de produire le nitrate d’ammonium. Trois grandes
étapes ressortent (Oommen et Jain, 1999):

la neutralisation de 'ammoniac par l'acide nitrique.

I"évaporation de la solution neutralisée.

le controdle de la taille des particules lors de la cristallisation et des caractéristiques

du produit sec.

1.3. Utilisation du nitrate d'ammonium

Le statut économique du nitrate d'ammonium a évolué depuis la premiere guerre
mondiale. Auparavant, il était principalement destiné a entrer dans la composition des
explosifs commerciaux et des munitions. Employé également comme explosif dans les
travaux de génie civil (travaux publics, constructions), ou dans d'autres domaines de
l'industrie, en particulier dans les carriéres et les mines. L’ammonitrate est utilisé par les
fabricants de boosters de fusées pour la conception des propulsifs a base d'asphalte
fondue. Actuellement, la plus grande proportion de nitrate d'ammonium produite est
utilisée comme fertilisant. Notons toutefois qu’il faut éviter I'épandage d’engrais azotés
pendant I'automne et sur les sols dénudés. Les engrais azotés s’enfoncent dans le sol (20
cm/an en moyenne), sous l'effet des pluies, ce qui les rend inaccessibles aux racines des

végétaux qu’ils sont censés nourrir (Testud, 2004).

1.4. Source naturelle de nitrate « Cycle d’azote »
Il peut paraitre curieux que les plantes puissent souffrir d'une carence en azote, alors

méme que 1'atmosphere se compose d’environ 80 % principalement sous forme N2 mais

aussi et a des degrés divers sous les formes NHs, NH4, NO, NO2, NO3, N20. Or, l'azote
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atmosphérique se trouve a I'état gazeux N2 que les végétaux ne peuvent utiliser. Il ne
devient assimilable qu’apres avoir été transformé en ammonium (NH4*) ou en nitrate
(NOs7). La décomposition de I'’humus par les microorganismes (y compris les bactéries

ammonifiantes) constitue, a court terme, la source principale de minéraux azotés

(Koller, 2009).

1.4.1. Fixation de 1’azote atmosphérique
La fixation se fait soit par oxydation chimique rendant cet élément susceptible d’étre
assimilé ; soit par l'activité de microorganismes spécialisés libres ou symbiotiques

(figure 2).

% L’oxydation de N par les éclairs des orages : les dépots atmosphériques constituent
la premiere voie. IIs représentent environ 5 a 10 % de l'azote assimilable qui entre dans
la majorité des écosystemes. Dans ce processus, les éclairs provoquent une formation
d'oxydes d'azote suite a une nitrification abiotique. L'acide nitrique formé se combine
ultérieurement a I'ammoniac présent dans l'atmosphere et donne des microcristaux de
nitrate d'ammonium qui se rabattent a la surface du sol par les précipitations sous

formes de pluies ou de neiges (Ramade, 1998).

% Fixation de N2 par les microorganismes libres : cette fixation fournit en moyenne
sur les continents 25 Kg d’azote par hectare et par an. Certaines étapes clés du cycle de
I'azote, s’accomplissent uniquement grace aux procaryotes. Le sol abrite plusieurs
especes de bactéries libres chimio-hétérotrophes (aérobies « Azotobacter » ou anaérobies
« Clostridium » et quelque Cyanophycées « Algue bleu »), ces derniers sont les plus
autonomes de tous les organismes. Elles n'ont besoin pour croitre que de 1'énergie

lumineuse, du COz, du N, d’eaux et de quelques minéraux.

Nitrosomonas

2NHy+30; » 2NOr+4H*+ 2 H:0
Nitrobacter

2NOr+0 2MOy

L 3
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Les végétaux assimilent le nitrate libéré par les bactéries et 1'incorporent a des composés
organiques comme les acides aminés et les protéines. L’enzyme clé de la fixation de N2
chez les procaryotes est la nitrogénase, sa structure est trés complexe et n’est pas

totalement déterminée (Sharma et Ahlert, 1977).

% Fixation symbiotique de 'azote : une grande partie des recherches sur la fixation
symbiotique de 1'azote se concentrent sur les membres de la famille des légumineuses,
comme le pois, les haricots, le soja, les arachides, la luzerne et le trefle, qui ont une tres
grande importance en agriculture (Geurts et Bisseling, 2002). Cette relation existant
entre les espéces de légumineuses et les bactéries (Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium et Azorhizobium) collectivement appelée (rhizobia) est une
relation mutualiste c’est-a-dire que les deux partenaires en bénéficient. Les bactéries
fournissent 1'azote fixé aux légumineuses, qui leur procurent quant a elles les glucides

et les autres substances organiques (Lindstrom et al, 2010).

L’ammoniac (NHs) est le produit issu directement des divers processus de fixation de
I'azote. Cependant, la plupart des sols sont au moins légerement acides. Ainsi le NHj3
libéré dans le sol capte rapidement un proton (H*) pour former I'ammonium (NH4*)

que les végétaux peuvent assimiler directement (Sharma et Ahlert, 1977).

1.4.2. Dénitrification
La dénitrification est le phénomeéne inverse de la fixation de l'azote pendant lequel
certaines especes de Pseudomonas convertissent une quantité de nitrate en diazote qui

sera ensuite renvoyée dans 1’atmosphere selon la séquence suivante (Wetzel, 2001) :

NOy —=NO;y == NO— N,O —N,

La figure suivante résume le cycle d’azote dans la biosphere.
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Figure 2 : Cycle d’azote dans la biospheére (Bock et Wagner, 2006)

1.5. Le nitrate dans notre alimentation

Les aliments, en particulier les légumes et les fruits peuvent contenir une dose élevée de
nitrates (tableau 2). La teneur en nitrate est influencée par 1'azote disponible dans le sol
ou apporté par fertilisation, la variété cultivée et les conditions de croissance incluant la
saison (les nitrates étant métabolisés en présence de lumiere, les cultures sous serres ou
d’hiver sont généralement plus chargées en nitrates) (Peterson et Stoltze, 1999).

Les nitrates de sodium (E251) ou les nitrates de potassium (E252) sont notoirement
utilisés comme additifs alimentaires dans la production des viandes, poissons, dérivés
fumés et produits laitiers. Ils contribuent grandement a stabiliser la couleur des viandes
rouges, ralentir I'oxydation et exhausser la saveur, augmenter la durée de conservation
en inhibant certaines détériorations et protéger le consommateur contre les risques de

développement des microorganismes anaérobiques particulierement Clostridium

botulinum (Honikel, 2008).
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Tableau 2 : Classement des légumes en fonction de leurs teneurs en nitrate (Peterson et

Stoltze, 1999)

Groupes Teneur mg/kg Légumes

Groupe 1 < 200 Asperge, champignon, pomme de terre, tomate
Groupe 2 < 500 Brocoli, chou-fleur, concombre, oignon, navet
Groupe 3 < 1000 Haricot vert, chou, carotte

Groupe 4 < 2500 Endive, rhubarbe, persil, poireau

Groupe 5 > 2500 Betterave, céleri, laitue, épinard, radis

1.6. Le nitrate dans I’eau de consommation

De par leur forte solubilité dans I'eau, les nitrates se retrouvent souvent dans 1'eau du
robinet a des concentrations proches des limites autorisées. En effet, I'utilisation abusive
d’engrais azotés conduit a une augmentation des teneurs en NOs  dans les eaux de
surfaces et souterraines. Par conséquent, les teneurs élevées en azote des nappes se
répercutent sur les eaux brutes utilisées pour la production d’eau potable (Mason,
1996). L’organisation mondiale pour la santé (OMS, 2003) précise 50 mg/1 de nitrate

dans I'eau comme la concentration maximale conseillée.

1.7. Biosynthese et cinétique de nitrate dans I’organisme humain

1.7.1. Biosynthese endogene de nitrate

Des le début du XXéme siecle, Mitchell et al (1916) observaient que les quantités de
nitrate rejetées dans 1'urine des mammiféres pouvaient étre supérieures aux quantités
ingérées, ce qui permettait de suspecter une synthese endogene de nitrate.
Les recherches de Leaf et al (1989) ont mis en évidence une biosynthese endogene a

partir de la L-arginine.

1.7.2. Cinétique et métabolisme de nitrate

Le nitrate existe largement dans l'eau potable et la nourriture, en effet, il entre
inévitablement dans la chaine alimentaire humaine. Par conséquent, la compréhension
du métabolisme de nitrate ingéré est un préalable a 1'évaluation appropriée des effets

nocifs et bénéfiques prévus sur la santé humaine (figure 3) (Du et al, 2007).
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% Absorption de nitrate : chez 'homme, le nitrate ingéré est essentiellement absorbé a
partir de la portion supérieure de I'appareil digestif. L’absorption est rapide, entre une
et trois heures apres ingestion de denrées alimentaires et boissons, plusieurs chercheurs
ont observé des taux maxima de nitrates dans le sérum, la salive et l'urine

(Bartholomew et Hill, 1984).

% Distribution de nitrate : le nitrate absorbé est rapidement distribué aux glandes
salivaires et probablement a d’autres glandes exocrines, il peut méme passer dans le lait
maternel (Green et al, 1982). Apres administration par voie intraveineuse de nitrate
marqué au BN, le marquage a rapidement été distribué dans tout le corps par la

circulation sanguine (Witter et al, 1979).

% Biotransformation de nitrate: la conversion du nitrate dans la bouche est
particuliérement importante, une partie de nitrates ingérés (~ 20 %) est transformée en
nitrite par les bactéries buccales, tres précisément au niveau des sillons de la région
postérieure de la langue (Duncan et al, 1995). En raison de 'absence de nitrite réductase
dans la cavité buccale, une fois arrivé a 1’'estomac, les nitrites déglutis se transforment
en acides nitreux (HNO), instable, qui se décomposent spontanément en une variété de

composés azotés, essentiellement, le NO et les composés N-nitrosés (Du et al, 2007).

Conversion en NO : on signale que la concentration de NO formée dans l'estomac
peut étre augmentée relativement a la prise de nitrate. Les récentes recherches
indiquent qu'il y a une corrélation significative entre la génération du NO et le contenu

de nitrite (NOz") dans le plasma (Bryan, 2006).

NO» +H* —— HNO:

JHNO: ——» HyO+2NO + NOs + H*
2HNO2 —— H:0+N20s

N203 —» NO+NO:

Conversion du nitrite en N-nitroso composés : dans 1'environnement acide, le nitrite
peut étre converti en agents nitrosant actifs, comme l'anhydride d'azote (N20s), le

nitrosyl isothiocyanate (GN-NCS), le nitrosyl halide (NOX), et le nitrite protonic

& offet protectour d un antioapdant naturel contre le stress oapdiatif induit par le mitrate d ammontum ches les rats /0



Chapitre ] KNarate d ammonium

(H2NO2*). Ces composés peuvent facilement réagir avec des amines secondaires pour

produire les N-nitroso composés (Bai et Sun, 2002).

NOy+HCL —— HNO:2+ (I

2ZHNO: — N20;+ H:0

Ra:N + Ha — RuNH (secondary amines) + H*
RaNH + N20; — R:N-NO + HNO:

La nitrosation est la réaction de substitution entre les amines secondaires et les agents

nitrosants, transformant probablement un amide en un nitroamide.

HNO, +H* — H:NOy*

R R
“\NH+H;NO;* —» “N-NO+H,0+H"*
R'CO / R'CO s
Amide Nitroamide

Plusieurs recherches indiquent que la réaction de nitrosation est liée au pH et a la
concentration en réactifs. Un pH gastrique faible (de 1 a 3) est normal chez un adulte a
jeun, en un état si acide, la croissance des bactéries réductrices de nitrate est empéchée.
Une fois que l'achlorhydrie a lieu, le pH gastrique augmentera et ces bactéries seront
activées. De ce fait, il y aura plus de nitrite converti chez les patients souffrant d'une
gastrite atrophique chronique, cancer de I'estomac ou traités avec de la cimétidine ou
d’autres antiacides (Du et al, 2007).

Les nourrissons de moins de trois mois sont également trés exposés a la réduction
bactérienne du nitrate gastrique parce qu’ils produisent tres peu d’acide gastrique
(Ellen et Schuller, 1983). Les infections gastro-intestinales, fréquentes chez eux, peuvent

entrainer une augmentation supplémentaire de la réduction du nitrate en nitrite.

% Excrétion : la demi-vie du nitrate dans le corps humain est approximativement de 5
heures apres ingestion (Wagner et al, 1983). La majeure partie 60 a 70 % des nitrates
ingérés est éliminée sous forme inchangée par voie urinaire ; le reste est excrété dans la

salive, accessoirement dans la sueur et les selles (Saul et al, 1981). Les glandes salivaires
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se comportent comme une pompe a nitrate, qu’elles accumulent par transport actif : la
concentration salivaire est environ dix fois celle du plasma. Dans une étude portant sur
des nourrissons, l'excrétion de nitrate urinaire se situant entre 80 et 100 % de

I’absorption moyenne (Turek et al, 1980).

& offet protectour d un antioapdant naturel contre le stress oapdiatif induit par le mitrate d ammontum ches les rats /2



KNarate d ammonium

Chapitre ]

wuknmmﬂﬁ

Nitrate

Exogéne
Oxyde nitrigue synthétase
L - arginine
- Sueur
Hypochlorhydrie Oxyde nitrique ~ —»  Nitrate  { Lapme
N-nitroso composés i
Microoreanismes . Urine

Nitrite

L

Figure 3 : Mécanismes de translocation et transformation de nitrate dans le corps humains (DU &f al, 2007).

/3

& 22??1‘ prolecleur d un antiozydant naturel contre le stress mydm‘gf induil par le nitrate d ammonium ches les rats



Chapitre ] KNarate d ammonium

1.8. Exposition au nitrate

1.8.1. Effet du nitrate sur I’environnement

1.8.1.1. Effet du nitrate sur I’atmosphére : les divers processus de combustion liés a
I'activité anthropique (en particulier l'utilisation de véhicules a moteur), enrichie
I'atmosphere en oxydes d’azote. Comme c’est le cas pour les oxydes d’azotes issus de
sources naturelles, ceux-ci sont transformés en nitrate d’ammonium et nitrate de
calcium. Cette concentration atmosphérique en nitrates peut étre particulierement
accrue au voisinage des grandes agglomérations ou la circulation routiere est
importante. Lorsque ces substances sont émises dans l'atmosphere, elles sont
susceptibles d'étre transportées sur de grandes distances par les vents dominants avant
de retomber sur terre sous forme de précipitations acides (pluie, neige, brouillard ou

poussiere). L'environnement ne parvient pas a neutraliser les substances acides, des

dommages s'installent (Ramade, 2005).

1.8.1.2. Effet du nitrate sur le sol: l'effet principal des nitrates sur le sol, consiste a
favoriser la croissance végétale. Cet impact, qui peut apparaitre bénéfique dans un
premier temps, s’aveére désastreux pour certaines cultures (vigne, arbres fruitiers,
betterave a sucre, tournesol, etc.), en favorisant des maladies fongiques et ou
I'infestation par les insectes. En plus le nitrate d’ammonium n’est jamais enfoui au

moment des semailles, comme les autres fertilisants potassiques ou phosphatés. Un

apport d’engrais azoté au moment des semailles pollue le sol et ne fertilise pas (Testud,

2004).

1.8.1.3. Effet du nitrate sur l'écosysteme aquatique: l'eau, compte tenu de ses
propriétés physico-chimiques, est souvent utilisée comme un vecteur d’évacuation de
déchets ; polluée, elle devient source de pollutions. Les activités d’élevage, I'épandage
de fumiers et I'emploi immodéré des engrais azotés provoquent une pollution des
nappes phréatiques par les nitrates, consécutive a des phénomenes de ruissellement en
surface et de percolation en profondeur. Les eaux d’égout et les fleuves contaminés se
jettent dans les mers, provoquent ou accélerent un phénomene naturel qu'on appelle

"eutrophisation (Koller, 2009). Lorsque les concentrations en azote du milieu aquatique
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sont élevées, la production d’algues microscopiques (phytoplancton) et de végétaux
fixés (macrophytes) est exacerbée. La quantité de matiere organique présente dans le
milieu aquatique s’accroit démesurément (Camargo et al, 2005). A la mort de ces
végétaux, la matiere organique se décompose en consommant tout 'oxygene de la
colonne d’eau, induisant ainsi I’anoxie du milieu aquatique, et la mort de la plupart des
animaux qui y vivent entrainant la disparition de 1'écosysteme aquatique (Rouse et al,
1999). Ainsi, diverses études ont mis en évidence des corrélations entre les teneurs en
nitrates dans l'eau ou les quantités d’engrais azotés épandus et le déclin des

populations aquatiques (Camargo et al, 2005).

1.8.2. Effets du nitrate sur la santé humaine
1.8.2.1. Formation de la méthémoglobine: la forte consommation de nitrate et sa
réduction ultérieure en nitrite mene a la formation de méthémoglobine (MetHb)
(L’hirondel et L’hirondel, 2002), 'atome de fer (fe?*) présent dans I'’heme prend par
oxydation sa forme ferrique (fe3*), ce dérivé d'’hémoglobine est incapable de fixer
I'oxygene, ce qui réduit son transport des poumons vers les tissus (Mansouri et Lurie,
1993). Cette maladie est dénommée méthémoglobinémie. Chez 1'adulte, ce risque est
tres faible car une enzyme réduit la méthémoglobine en hémoglobine. En revanche, les
nourrissons sont beaucoup plus sensibles a la formation de metHb pour diverses
causes:
I’'hémoglobine feetale s’oxyde plus aisément en méthémoglobine.
I'enzyme méthémoglobine réductase n’est pas activée chez les nourrissons et ne
devient fonctionnelle que vers trois a quatre mois.
le pH dans 'estomac du nourrisson est plus élevé que celui d'un adulte car les
sécrétions gastriques acides sont plus faibles durant les premiers mois de la vie. Ce
pH élevé semble permettre un développement plus aisé des bactéries ayant une
activité nitrate réductase.
Par conséquent, lorsqu’il y a ingestion d'une forte quantité de nitrate dans des
conditions favorisant sa conversion en nitrites, la méthémoglobine s’accumule. L’enfant
développe alors une coloration bleue de la peau qui débute par les levres, puis les bouts

des doigts, et peut éventuellement s’étendre a I’'ensemble du corps. Pour cette raison,
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cette pathologie est plus fréquente chez le nourrisson, appelée aussi syndrome du bébé

bleu ou maladie bleue du nourrisson (Knobeloch et al, 2000).

% Réduction de la méthémoglobine: il existe in vivo une production lente de
méthémoglobine, a des taux constants, par passage d'un électron de 1'heme sur
I'oxygene lors de la libération de ce dernier. Aprés la perte de cet électron, I'oxygene ne
peut se fixer sur la forme oxydée (ferrique) de I’'heme, & moins d’une nouvelle captation
d'un électron grace a des mécanismes de réduction intracellulaires. Comme les
capacités érythrocytaires de réduire 1’heme oxydé dépassent tres largement le taux
d’oxydation spontanée de I’heme, moins de 1 % de I'hémoglobine totale normale est
sous la forme ferrique de méthémoglobine (Wright et al, 1999).

Dans le globule rouge deux enzymes ou groupes d’enzymes catalysent la réduction de
I’'hémoglobine. On les distingue 'une de I'autre selon que le donneur d’électrons est le
NADH.H*, provenant de la glycolyse, ou le NADPH.H, issu de la voie des pentoses.
Les mécanismes de réduction de la méthémoglobine qui utilise le NADH.H* comme
donneur d’électrons est le plus important sur le plan physiologique. Il existe plusieurs
dénominations pour I'enzyme a NADH.H*: diaphorase I, NADH déshydrogénase I,
coenzyme facteur I, ferrihémoglobine réductase et cytochrome bs réductase, mais le
terme de NADH-méthémoglobine réductase est le plus utilisé. La NADPH->-
méthémoglobine réductase (diaphorase II) manque in vivo d"un accepteur intracellulaire
d’électrons et, de ce fait, est physiologiquement inactive. Elle peut étre activée par
apport d'un accepteur exogene d’électrons comme le bleu de méthyléne, ce dernier
réduit rapidement la méthémoglobine par un mécanisme non enzymatique (Johnson,
2005). Un autre mécanisme de réduction de la méthémoglobine comporte le transfert
direct d’électrons de I'acide ascorbique ou du glutathion vers I'heme, réduit les risques

de développement de la maladie (figure 4) (Meister, 1994).

% Aspect clinique : les symptomes d’intensité variable sont souvent modérés. Des
concentrations de 10 a 25 % de méthémoglobine entrainent une simple cyanose ; vers 35
a 40 % il peut exister une discréete dyspnée d’effort, des céphalées, une asthénie, une

tachycardie et des bourdonnements d’oreille. Une léthargie puis un coma s’observent a
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partir des concentrations de 60 %. La concentration létale pour les adultes est
probablement supérieure a 70 % (Johnson, 2005). La méthémoglobinémie est donc en
fait rarement responsable de décés. Au cours de la méthémoglobinémie, on peut
retrouver des corps de Heinz intra-érythrocytaires, et observer un certain degré

d’anémie hémolytique (Stellman, 2000).
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Figure 4 : Catabolisme de la méthémoglobine (Vaubourdolle, 2007)

1.8.2.2. Effet cancérigene du nitrate : les nitrates sont susceptibles de présenter un
risque lié a leur transformation en nitrites et éventuellement en nitrosamines dans le
tractus digestif. Les propriétés carcinogénes de ces substances ont été découvertes il y a
un demi-siecle (Magee et Barnes, 1967). Certaines études épidémiologiques et
toxicologiques suspectent 1'implication des concentrations élevées dans l'eau et les
aliments est le développement des cancers : gastro-intestinal (Barrett et al, 1998 ; De
Roos et al, 2003), du cerveau (Ward et al, 2005), du pancréas (Coss et al, 2004), urinaire
(Ward et al, 2003 ; Volkmer et al, 2005 ; Zeegers et al, 2006), et d'autres (Weyer et al, 2001).
Démontrer avec certitude une telle relation est particulierement difficile étant donné le
temps de latence entre la cause et le dépistage de la pathologie qui peut dépasser 20 ans
(Hill, 1991). En absence de certitudes absolues, ces résultats imposent de prendre les

précautions nécessaires afin de préserver la santé humaine.
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2. Le stress oxydant

2.1. Définition du stress oxydant

Dans les circonstances normales, les cellules des étres aérobies produisent en
permanence et en faible quantités des especes réactives d’oxygene (ERO) a l'issu de
nombreux processus cellulaires. Le controle rigoureux des systemes de défense
préserve les cellules de leurs effets néfastes, dans ces circonstances on dit que la balance
(antioxydant/ pro-oxydant) est en équilibre. Quand cet équilibre est rompu par déficit
en antioxydant ou une surproduction incontrolée d’espéces radicalaires et leurs
dérivées secondaires il survient un stress oxydant (Favier, 2003; Helliwell et

Gutteridge, 2007) (figure 5).

cefllule
Ghatarhion
Thisredoxine

mAufrifion
Dupﬂim!rl

i
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Figure 5: La balance d'équilibre entre les systemes pro et antioxydants (Favier, 2006)

2.2. Origine du stress oxydant

Les causes essentielles de stress oxydant sont d'origine nutritionnelle dans les cas de
carences en vitamines et oligo-éléments, soit d'origine accidentelle (inflammation,
exposition a des xénobiotiques pro-oxydants, etc.), ou d'origine génétique. Le plus
souvent, l'association de ces différents facteurs aboutira a la formation des ERO qui

meneront aux mécanismes pathogenes (Bartosz, 2003 ; Favier, 2003).
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2.3. Définition des radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qui a la particularité de porter un électron
célibataire (ou non apparié) sur sa couche externe, cet état lui confére une instabilité
énergétique et cinétique qui le rend généralement capable de réagir avec d’autres
molécules chimiques environnantes. Les réactions de transfert d’électrons qu’il produit
conduisent souvent a la formation d"un nouveau radical, ce phénomene se propage par
des réactions en chaine (Asmus et al, 2000). On trouve plusieurs types d’especes

réactives d’oxygene et d’azote tel que :

2.3.1. Le radical anion superoxyde (O2°-)

Il existe trois voies de génération endogeéne des anions superoxydes (O2°-), a savoir : la
chaine de transfert des électrons située au niveau des mitochondries; la flambée
respiratoire des cellules phagocytaires; ainsi que l'activité des enzymes de type

oxydase.

% La respiration mitochondriale: la chaine respiratoire mitochondriale constitue la
source principale produisant environ 80 % d’anion superoxyde (O2°-) (Turrens, 2003).
Les électrons sont transférés le long de la chaine respiratoire au cours de réactions
d’oxydoréduction jusqu’a 'accepteur final «1'oxygene », qui est réduit completement
en H>O. L’énergie ainsi libérée sous forme d’un gradient de protons de part et d’autre
de la membrane interne est alors utilisée par I’ATP synthétase pour donner I’ATP. Dans
ces conditions, le fonctionnement de I’ATP synthétase est couplé a celui de la chaine
respiratoire. Lorsque la respiration devient plus intense (par exemple : effort physique),
une proportion significative de I'oxygene (2 a 6 %) échappe a la réduction compléte en
HoO et subit une réduction mono-électronique au niveau des complexes I
(NADH/ubiquinone réductase) et III (ubiquinol/Cytochrome c réductase) de la chaine
respiratoire pour donner I’anion superoxyde (Oz°-), chef de fil des ERO (Carriére et al,

20006) (figure 6).

O+ e —_— O
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% La poussée respiratoire des polynucléaires neutrophiles (respiratory burst) : est par
ailleurs une source importante de I'anion superoxyde qui est produit au niveau de la
NADPH oxydase, un complexe enzymatique formé de plusieurs sous unités capables
d'utiliser l'oxygene moléculaire pour produire de grandes quantités d'anions
superoxydes au niveau de la membrane des cellules phagocytaires activées. Ce
mécanisme, lorsqu'il est controlé, est capital dans la lutte anti-infectieuse car il permet la
digestion du matériel phagocyté (Babior et al, 2002 ; Favier, 2003) (figure 7).

NADPH oxydase
NADPH +2 O » NADP*+H + 20O

% Réaction d’oxydation: le systeme enzymatique xanthine/xanthine oxydase
intervient aussi dans la production du superoxyde au cours de l'oxydation de la

xanthine en acide urique selon la réaction suivante (Terada et al, 1991).

Xanthine oxydase
Xanthine + 2 0; + H:O » Acide urique +2 0+ 2H*
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Figure 6 : Phosphorylation oxydative, production de superoxyde, et les voies
d'élimination dans les mitochondries (Nageswara et al, 2007).

H"I‘

Figure 7 : poussée respiratoire des polynucléaires neutrophiles (DeCoursey, 2010).
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2.3.2. Le peroxyde d’hydrogeéne (H203)

Le peroxyde d’hydrogéne (HxO.) est un dérivé réactif de 'oxygene potentiellement
toxique, 'absence de charge a sa surface rend cette ERO peu réactif en milieu aqueux
mais tres lipophile capable de traverser les membranes biologiques et se retrouver
distant de son lieu de synthése. Sa toxicité se traduit par le fait qu’il participe a la
formation du radical hydroxyle (OHe) (Cash et al, 2007). L'H2O, se forme par la
dismutation du radical superoxyde elle est soit spontanée ou enzymatique catalysée par
la superoxyde dismutase (SOD), ou les oxydases présentes particuliérement dans les

peroxysomes (kohen et nyska, 2002).

(0D
20" +2H* ——s (O2+H20:2

2.3.3. Radical hydroxyle (OH®)

Le radical hydroxyle (OH®) apparait comme 1'espece réactive ayant une responsabilité
majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres (Guetteridge, 1993). Parmi les voies
conduisant a la formation de ce radical, on peut citer celle qui implique les métaux de

transition, le cuivre et le fer sous leurs forme réduite par une réaction appelée réaction

de Fenton (Favier, 2003).

Fe*+H;0; —» Fe*+0H +OH"

L'H20Oz peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant la encore a la
production du OH®, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’'Haber et Weiss

(Sorg, 2004).

Fa (IIyCu (II)
O~ +HxO0p —0 -ow2 O:+0H+0OH"

2.3.4. L’anion monoxyde d’azote (NO*)
Les systemes enzymatiques nitrique oxyde synthase (NOS) produisent a partir de
'acide aminé L-arginine, le monoxyde d’azote a des fins de médiation par les neurones,

les cellules endothéliales ou les macrophages. Rappelons que la production
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concomitante dans un méme lieu de NO* et de superoxyde s'avére tres dommageable
en donnant naissance au peroxynitrite (ONOO®), qui peut secondairement se

décomposer en d’autres oxydants comme le NO; et le OH* (Sorg, 2004).

Netrigue oxyde synthase
O+ Argm.im! + NADPH = NO" + Citrulline + H20 + NADP*

NO"+0; —————— ONOO -

ONOO"+H* — . NO2"+"OH

D’autres sources ou modes de génération exogene des ERO existent de part les
interactions avec le milieu environnant ; par exemple :
L'ingestion de toxique (métaux lourds : chrome, cuivre, vanadium...) (Flora et al,
2008).
L’inhalation de certaines particules comme 'amiante ou la silice qui sont aussi
génératrices de ERO, d'une part parce qu'elles exacerbent la phagocytose, d'autre
part parce que leur surface est tapissée de sels de fer (Favier, 2003).
La fumée de cigarette contient plusieurs millions d'ERO altérant directement le
premier organe a leur contact : le poumon (Zang et al, 1995).
L’usage mal controlé de certains médicaments, comme le paracétamol (Abraham,

2005).

2.4. Potentialité toxique des espéces radicalaires

Le role délétere des radicaux libres est de plus en plus connu. Il a été suggéré pour la
premiere fois par Harman (1956) qui proposait que les ERO formées peuvent
potentiellement réagir avec chaque composant cellulaire et provoquer son oxydation.
Cependant, les cibles préférentielles des ERO sont les lipides, suivis par les protéines et

les bases constitutives du matériel génétique.

2.4.1. La peroxydation lipidique
L’agression par les ERO déclenche une réaction en chaine « la peroxydation lipidique »,
elle se déroule en trois phases (Oostenbrug et al, 1997 ; Lacolley, 2007) (figure 8).

% L’initiation : 'acide gras polyinsaturé est attaqué par un radical hydroxyle (OH*),

ce dernier est capable d'arracher 'hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles
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liaisons, position particulierement fragile pour donner un radical lipidique (R*). Par
réarrangement des doubles liaisons, il se forme un diéne conjugué. Cette molécule

réagit avec I'oxygene moléculaire pour former un radical peroxyde (ROO*).

LH+OH® ——s L"'+H;D

% La propagation : le radical peroxyde (ROO®), en arrachant un hydrogene a une
molécule d'acide polyinsaturée adjacente, devient un hydroperoxyde (ROOH), tandis
que le deuxieme acide gras subit la méme suite de modifications en donnant un autre
radical lipidique (Re), ce dernier peut étre réactivé par réaction de Fenton qui le
convertit en radical alkoxyle (RO*) tres réactif. Les hydroperoxydes (ROOH) peuvent
subir plusieurs modes d'évolution: étre réduits et neutralisés par la glutathion
peroxydase (GPx) ou continuer a s'oxyder et a se fragmenter en aldéhydes acides et
alcanes (éthane, éthyléne, pentane) qui sont éliminés par voie pulmonaire. Le radical
peroxyde, apres évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut
libérer différents fragments dont le malonaldialdéhyde (MDA) ou I'hydroxynonenal

représentant les produits les plus toxiques de la peroxydation lipidique (kohen et

nyska, 2002).
L'(1)+02 ——» LOO'()

LOO*(1)+LH(2) — LOOH"(1)+L"(2)

X/

% La terminaison : cette phase consiste a former des composés stables le plus souvent
a l'issue de la réaction d’un radical avec des molécules antioxydantes dite ‘briseur de

chaine’ comme la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes.
L'+L* — L-L
LOO*+100°* —0 - LOOL+H:0

LOO*+L* =—s LOOL

La peroxydation lipidique est considérée comme une des conséquences les plus
vulnérables des attaques radicalaires. Elle est responsable des altérations cellulaires et
diminution de la fluidité membranaire Elle peut toucher aussi les lipoprotéines

N

circulantes LDL aboutissant a leurs oxydation qui, une fois captées par des
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macrophages, formeront le dépot lipidique de la plaque d'athérome favorisant le
développement des maladies cardiovasculaires (Esterbauer et al, 1992 ; Davies, 2000 ;

Favier, 2003).

2.4.2. Dommages oxydatifs de ’ADN
L'ADN est tres sensible aux attaques par les radicaux de l'oxygene. Cinq classes
principales de dommages oxydatifs incités par OHe peuvent étre générées (Hartmann
et Niess, 2000 ; Cadet et al, 2002) (figure 9).
L’attaque directe des bases puriques et pyrimidiques engendre un grand nombre
de bases modifiées, particulierement la guanine qui est transformée en 8-hydroxy-
2’-déoxyguanosine (8-OHdG).
La formation d"un site abasique non fonctionnel suite a I'attaque de la liaison entre
la base et le désoxyribose.
L’oxydation du désoxyribose provoque une coupure de chaine simple brin.
L’agression radicalaire des protéines (histones), qui sont tres nombreuses a entrer
en contact avec I' ADN pour le protéger ou pour le lire (enzymes et facteurs de la
réplication ou de la transcription), entraine des pontages des protéines.
La création d’adduits avec des dérivés de la peroxydation lipidique, tel que le
malonaldialdéhyde-guanine.
Ces altérations du matériel génétique représentent la premiere étape impliquée dans la

mutagenese, la carcinogenese et le vieillissement (Favier, 2003 ; Valko et al, 2007).
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2.4.3. Oxydation des protéines

Les protéines peuvent subir une oxydation de leurs acides aminés, soit au niveau de la
chaine latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison
peptidique, entrainant la fragmentation de la chaine (Berlette et Stadtman, 1997). Les
acides aminés les plus sensibles aux attaquent radicalaires sont ceux renfermant un
atome de soufre et les acides aminés aromatiques (Dean et al, 1997). L’oxydation de ces
acides aminés génere des groupements hydroxyles et carbonyles sur les protéines et
peut également induire des modifications structurales plus importantes comme des
réticulations intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements. Ils seront
particulierement susceptibles a la protéolyse afin d’éviter leur accumulation dans le
noyau, le cytoplasme ou le réticulum (Jung et al, 2007). Les protéines dénaturées
perdent leurs propriétés biologiques et deviennent incapables de se fixer correctement
sur un récepteur ou fixer spécifiquement un ligand, altérant ainsi la signalisation
cellulaire. Elles deviennent hydrophobes, et forment des amas anormaux dans ou
autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment les dépdts de lipofuschines

caractéristiques des tissus agés (Favier, 2003).

2.4.4. Oxydation des glucides

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée
que celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les espéces
réactives de l'oxygene attaquent les mucopolysaccharides et notamment les
protéoglycanes du cartilage. Par ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions
physiologiques et en présence de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes,
H>O2 et OH*, qui entraineront la coupure de protéines ou leur glycation par
attachement du cétoaldéhyde, formant un produit de glycation avancée ou AGE
(Advanced Glycation End products). Ce phénomene de glycosoxydation est tres
important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de

leur rétine (Favier, 2003).
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2.5. Implication du stress oxydant dans les pathologies

Plusieurs recherches ont confirmé l'implication du stress oxydant dans une multitude
de maladies, comme le cancer, la cataracte, la sclérose latérale amyotrophique, le
syndrome de détresse pulmonaire aigu, I'cedéme pulmonaire, le vieillissement accéléré,
le diabete, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires
(Kuloglu et al, 2002 ; Judge et al, 2005; Haliwell, 2006 ; Pak et al, 2006; Valko et al, 2007;
Ng et al, 2008).

2.6. Les systémes de défenses antioxydants

Les cellules sont équipées de divers systémes antioxydants distribués dans tous les
compartiments de l'organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extracellulaires (Powers et Sen, 2000). Dans leur définition du terme antioxydant,
Halliwell et Gutteridge (1989) désignent au sens large, I'ensemble des molécules dont la
teneur diminue lors d'un stress oxydant, en donnant des dérivés plus stables et
bloquant la phase de propagation. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand
nombre de substances qui agissent en synergie soit en inhibant la formation des ERO (la
séquestration des métaux de transition empéche la réaction de Fenton et la production
de OH®) ou en les métabolisant grace a des enzymes spécifiques (superoxyde
dismutase, catalase et glutathion peroxydase) ou méme en se sacrifiant pour piéger

I’électron célibataire du radical libre et le neutraliser (figure 10).

2.6.1. Les systemes enzymatiques

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la défense antioxydante. On peut citer : la
superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, les peroxyredoxines,
I'héme oxygénase, la glutathion transférase, les thioredoxines réductases ou les
thioredoxines peroxydases. La plupart des enzymes décrites, utilisent un donneur
d’équivalent réducteur, le NADPH, qui constitue avec le glutathion les plaques

tournantes de la défense antioxydante (Favier, 2003).

% La Superoxyde dismutase (SOD): les superoxydes dismutases sont capables

d’accélérer la dismutation de deux anions superoxydes en une molécule d'oxygene et
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une molécule de peroxyde d'hydrogene (Zelko et al, 2002). La superoxyde dismutase
existe sous plusieurs isoformes, formé d"un puits hydrophobe au centre de la protéine
dans lequel se glisse 'anion superoxyde. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un
métal situé au coeur de 'enzyme dont la nature permettra de distinguer les superoxydes
dismutases a manganése (MnSOD) protégeant la mitochondrie, des superoxydes
dismutases a cuivre-zinc (cCu-ZnSOD) protégeant le cytosol, la face externe de la
membrane des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD) ou le plasma sanguin (pCu-

ZnSOD) (Zelko et al, 2002 ; Favier, 2006).

% La Catalase (CAT): la catalase est une enzyme commune trouvée dans presque
tous les organismes aérobies ou elle fonctionne pour accélérer la décomposition du
peroxyde d’hydrogene en eau et oxygene moléculaire. Une molécule de catalase peut
convertir des millions des molécules de peroxyde d’hydrogeéne en eau et oxygene
moléculaire par seconde. Chez les mammiféres la structure de la catalase est tres
complexe. Formée de quatre sous-unités identiques dont chacune a un poids d’environ
60 KDa, elle est prépondérante dans le foie, les reins, les érythrocytes (Deisseroth et
Dounce, 1970).
% La Glutathion peroxydase (GSH-Px ou GPx) : le role principal de cette enzyme est
de protéger 1'organisme des dégats induits par le peroxyde d’hydrogene, mais aussi des
peroxydes organiques formés par oxydation des acides gras ou du cholestérol. L'activité
de ces enzymes est tres dépendante de l'apport nutritionnel en sélénium, son déficit
entraine une diminution de l’activité enzymatique. Il existe plusieurs isoformes codés
par des genes différents, qui varient dans I'emplacement cellulaire et la spécificité de
substrat (Favier, 2003).

GPx-1 est une protéine tétramérique avec quatre sous-unités identiques, dont

chacune contient un résidu seleno-cystéine avec un poids moléculaire total de 22-

23 kDa. Cette forme de GPx est la plus abondante, trouvée dans le cytoplasme

(Epp et al, 1983).

GPx-2 est une glutathion peroxydase gastro-intestinal. Les fonctions de GPX-2

sont trés spécialisées, elle assure la protection contre les hydro-peroxydes dans la
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nourriture et participe particuliecrement dans la protection contre tous
changements promouvant le cancer gastro-intestinal (Bermano et al, 1995).
GPx-3 est une glycoprotéine purifiee du plasma humain, agit contre la
peroxydation des phospholipides ce qui lui donne un réle direct dans la protection
des membranes cellulaires. De plus, dans la thyroide GPX-3 peut controler les
niveaux de peroxyde d’hydrogene nécessaire a la synthese d'hormone
thyroidienne (Howie et al, 1995).
GPx-4 est une protéine de poids moléculaire environ 20-22 KDa. Cette protéine est
caractérisée par une structure monomérique, associée des fois aux membranes
cellulaires et agit en synergie avec la vitamine E pour prévenir la peroxydation
lipidique (Maiorino et al, 1989).
% La Glutathion réductase (GSH-R) : quant a elle, la GR a pour role de régénérer le
glutathion réduit (GSH) a partir du glutathion oxydé (GSSG) tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur. Cette activité enzymatique dépend des apports

alimentaires de riboflavine (Sorg, 2004).

2.6.2. Systéme non enzymatique

Ce groupe de systémes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes et
exogenes. Parmi les molécules endogénes on peut citer le glutathion, I'acide urique, la
bilirubine, la ferritine, la transferrine, la céruloplasmine et 1’albumine, la lactoferrine et
bien d’autres, permettent de chélater les métaux de transition (Fe?*/Fe3* ou Cu?*/Cu*)
impliqués dans la formation de radicaux hydroxyles lors des réactions concomitantes
de Haber-Weis et Fenton. De nombreuses substances exogenes comme les
oligoéléments (Se, Cu, Co, Mn, Fe), les vitamines (E «tocophérol», C «ascorbate», Q
«ubiquinone», ou les caroténoides (vitamine A et -carotene) apportés notamment par
une alimentation riche en fruits et légumes, agissent en piégeant les radicaux et en
captant 1'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables (Pincemail et
al, 2002 ; Koechlin-ramonatxo, 2006). La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis
sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme. Ce type d'antioxydant est appelé

piégeur ou éboueur (scavenger). De trés nombreux composés alimentaires peuvent
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aussi avoir ce comportement : les polyphénols, les alcaloides, les phytates, les huiles

essentielles et les flavonoides (Bruneton, 1999 ; Pietta, 2000 ; Cotelle, 2001) (tableau 3).

Tableau 3 : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées

(Koechlin-ramonatxo, 2006).

Nutriments antioxydants Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron
Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, ceufs, noix
B-carotene Légumes et fruits orangés, et vert foncés

Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain, 1égumes verts, huitres, produits laitiers
Flavonoides Fruits, 1égumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales completes, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins

< Vitamine E (a- tocophérol): parmi les antioxydants naturels figurent les
tocophérols dont on connait 4 isomeres: a, 3, y et 8. On les dénomme globalement
vitamine E. L’a-tocophérol peut s’insérer au sein de la membrane biologique ou elle
agit en empéchant la peroxydation lipidique. Suite a leur interaction avec un radical
lipidique (R*), I'a-tocophérol est oxydé en devenant un radical tocophéryle (Vit E*),
puis Tl est régénéré par l'acide ascorbique (Vitamine C). A son tour la vitamine C prend
une forme radicalaire (Vit C*) qui sera ultérieurement régénérée par l'action du
glutathion réduit (GSH) en se transformant en un radical thyil (GS*) qui, par réaction
avec lui-méme, donne du glutathion oxydé (GSSG) (Csala et al, 2001).

% Vitamine C (Acide ascorbique): la vitamine C est un composé réducteur
hydrosoluble, ces propriétés antioxydantes lui permettent d'une part I"'interception les
ROS et la diminution significative de leurs effets négatifs au niveau de la membrane

cellulaire et d’autre part la régénération de 1'a-tocophérol (Li et al, 2001).
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% Le Glutathion (GSH) « pglutamyl-cystéinyl-glycine » : le glutathion ou thiol non
protéique, est le plus abondant tripeptide dans le corps humain. La majeure partie du
glutathion se trouve a l'intérieur des érythrocytes (~2 mmol/l), alors que sa
concentration plasmatique est extrémement faible (~10 pmol/l). La synthese de
glutathion commence avec la formation de y-glutamyl-cystéine, une réaction catalysée
par y-glutamyl cystéine synthétase et I'addition subséquente de la portion de la glycine
par la glutathion synthétase. Bien que l'altération dans l'une de ces étapes peut
évidemment modifier la capacité cellulaire a maintenir son pool de glutathion
(Darmaun et al, 2005). Le glutathion fournit de nombreux roéles physiologiques
importants : Il joue un role essentiel dans la protection contre les especes réactives de
l'oxygene comme le peroxyde d'hydrogene (Yu, 1994) ou le monoxyde d’azote (Favier,
2003), un processus durant lequel le glutathion passe d"une forme réduite (GSH) a une
forme oxydée (GSSG), dans une réaction catalysée par la glutathion peroxydase en
présence de NADPH comme cofacteur (Hayes et Mclellan, 1999). Dans les érythrocytes,
le glutathion est responsable d’entretenir le fer sous sa forme réduite, une des

conditions préalables pour la fonction de 'hémoglobine (Darmaun et al, 2005).
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Figure 10 : Elimination des radicaux libres oxygénés et azotés et autres especes réactives

dans les cellules des mammifeéres (Fang et al, 2002).

& gffet protectour dun antioapdant naturel contre le stress oapdiatyf induit par le mitrate d ammonium ches les rats

35



Chapitre N2 &e stress oxpdant

X/

% Les oligoéléments : le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se)
et le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes
les enzymes antioxydantes requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité
catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganese, la SOD cytosolique
de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium. Cependant, certains
oligoéléments, notamment le fer, lorsqu’ils sont en exces dans 1'organisme et sous leur
forme réduite (Fe?*), peuvent avoir une action pro-oxydante (réaction de Fenton,

d'Herber-Weiss) (Pincemail et al, 2007).

% Polyphénols: les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de
composés comprenant entre autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce
sont des composés ubiquistes que 1'on retrouve dans les plantes (figure 11). Ils attirent
I'attention depuis quelques années a cause de leurs propriétés antioxydantes. En effet,
ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en
réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont aussi capables de

piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Delattre et al, 2005).
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Figure 11 : Principaux composés naturels possédant des propriétés antioxydantes

(Marc et al, 2004)
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Chapitre X3 &2 gingembre

3. Le gingembre
3.1. Historique du gingembre

Depuis plus de trois milles ans des textes en sanskrit et en chinois mentionnent
I'utilisation du gingembre, il fut I'une des premieres épices orientales commercialisées
dans le bassin méditerranéen, probablement grace aux phéniciens (avant le IVéme siecle
avant J.C.). Son origine, comme celle de la cannelle, était jalousement gardée par les
marchands. Certains la situent aux Indes, car les différentes formes préparées y ont
toujours présenté des noms différents; d'autres la font naitre en Chine puisqu'elle est
mentionnée par Confucius dans ses "Analect ".

Pendant longtemps les gens croyaient que le gingembre était la racine du poivre,
c'est Pline 'ancien (23-79 apres ]J.C.), le célebre naturaliste romain qui mit fin a cette
confusion. Les Grecs connurent le gingembre par l'intermédiaire probable des Perses et
Dioscoride, physicien et médecin réputé du premier siécle, le cite dans son traité "De
Materia Medica". Ce sont d'ailleurs les Grecs qui changeront le nom transcrit de la plante,
"Singabera", en "Zingiberi" dont les Latins feront plus tard "Zingiber", forme que l'on
retrouve dans les écrits gastronomiques d'Apicius Coelius a 1'époque d'Auguste et de
Tibére.

Au cours de ses voyages en Orient vers 1285, Marco Polo fut le premier Européen a
voir la plante et sa culture dans diverses provinces de Chine, au Bengale et au Malabar
mais ne la décrivit pas. Les premieres descriptions du végétal ont été faites en 1292 par
Jean De Monte-Corvino et Nicolas Conti. Les Arabes vont remplir un role essentiel dans la
dispersion de cette plante (citée dans le Coran 76 : 15-17), non seulement en fournissant des
rhizomes aux pays voisins de la Méditerranée des le 7¢me siécle, mais aussi, six siecles plus
tard, en introduisant celle-ci en Afrique de 1'Est d'out les Portugais la transplanteront
progressivement vers la cote occidentale et vers 1'ile de Sao Thomé, laquelle deviendra leur
centre principal d'approvisionnement. Tres tot apres la découverte du Nouveau Monde, le
gingembre y sera introduit par Francesco de Mendoca, fils du Vice-Roi du Mexique et, de
la, il se répandra dans toutes les Antilles ol sa culture connaitra un prodigieux essor, il
cottait tres cher, servait de monnaie d’échange et donnait lieu a un imp6t. Le gingembre
tombe dans I'oubli au XVIIIleme siécle, avant de redevenir trés utilisé de nos jours

(Langner et al, 1998 ; Bode et Dong, 2011).
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3.2. Description botanique du gingembre

Le Zingiber Offinale Roscoe est une plante herbacée vivace, dont le nombre
chromosomique est 2n = 22. Elle possede une tige souterraine appelée rhizome
caractérisée par une odeur forte aromatique et une saveur acre, chaude et poivrée. Désigné
sous le nom de patte ou de main, ce rhizome horizontal et charnu développe de nombreux
doigts lui donnant un aspect palmé, de 3 a4 10 cm de long, de 1,5 a 2 cm de large et de 1 a
1,5 cm d'épaisseur. Ils sont recouverts d'une écorce écailleuse de couleur beige pale, ridée
longitudinalement, possédant des anneaux bien visibles, son contact est rugueux.

De ces rhizomes, partent des racines et deux sortes de rameaux aériens lui donnant un
port de roseau se sont les tiges. Elles sont verticales les plus grandes stériles (1 a 1,50 m)
munies de feuilles lancéolées, glabres, rubanées et alternes, les plus petites (15 a 20 cm)
sont fertiles et se terminent par une inflorescence aux nombreuses fleurs, dont la corolle
jaune verdatre entoure un label de méme couleur légérement tacheté de pourpre.

Les fleurs, sont rarement fertiles; si les fruits arrivent a maturité, ils sont constitués d'une
petite capsule a trois loges contenant plusieurs graines anguleuses de couleur noire (Ross,

2010) (figure 12). Le tableau 4 indique la classification botanique du gingembre :

Tableau 4 : La classification botanique de Zingiber officinale (Faivre et al, 2006).

Regne Plantae

Sous-régne Trachéobionta

Embranchent Spermaphytes
Sous-embranchement Magnoliophyta (ou Angiospermes)
Classe Liliopsida (ou Monocotylédones)
Sous-classe Zingiberidae

Ordre Scitaminales ou zingibérales
Famille Zingiberaceae

Genre Zingiber

Espéce officinale
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Figure 12 : La plante et le rhizome de Zingiber officinale (Le gingembre) (Bruneton, 2009)
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3.3. Distribution géographique et conditionnement

3.3.1. Exigence climatique

Le gingembre est originaire d'Asie, il est largement cultivé dans les régions tropicales et
pays subtropicaux jusqu'a des altitudes de 1.500 m, on peut citer par exemple : Inde,
Chine, Sri Lanka, Mexique, Jamaique, Australie, Nigéria, Congo, Sierra-Léone et Japon. Il
exige un grand ensoleillement et une pluviosité importante aussi bien en volume qu’en
régularité; la plante prospere dans les régions ot la pluviométrie moyenne annuelle est
supérieure a 2000 mm. Dans les régions moins arrosées, il est nécessaire de recourir a
lI'irrigation. Le gingembre s’accommode d’une saison seche, qui incite le repos végétatif

(Boullard, 2001).

3.3.2. Exigence pédologique

Le gingembre donne son meilleur rendement sur un sol riche bien structuré, drainé et
sain. I1 s"accommode de nombreux sols : sols de jardin humifere et assez léger, sols
d’origine volcanique, sols alluvionnaires, sols sablo-limoneux, sols argilo-siliceux. Mais il
est déconseillé de le cultiver sur un sol facilement inondable ou trop humide car le
gingembre craint I'humidité en excés, les sols caillouteux ou argileux (argiles trés
compactes) sont aussi a proscrire. Il est déconseillé de le cultiver sur la méme parcelle tous
les ans. En effet, c’est une plante qui épuise le sol, il est nécessaire de 'alterner avec
d’autres cultures. Et afin d’obtenir une croissance et une production satisfaisante, il est

nécessaire de pratiquer le fumage et le paillage (Nair Prabhakaran, 2013).

3.4. Production mondiale du gingembre
La production mondiale de gingembre est tres difficile a définir, car les statistiques de

production sont mal connues dans certains pays gros producteurs comme la Chine

(tableau 5).
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Tableau 5 : Production et zone mondiale de gingembre (Janick, 2012).

2002 2008
Pays
Zone (ha) Production (t) Zone (ha) Production (t)

Bangladesh 7,689 43,000 9,421 77,046
Chine 23,002 253,263 28,198 328,810
Inde 90,500 317,900 105,900 370,300
Indonésie 17,000 151,000 42,000 192,341
Jamaique 129 295 106 298
Népal 9,189 87,009 13,332 176,602
Nigeria 193,000 106,000 196,000 140,000
Philippines 3,642 23,022 3,926 27,538
Sri Lanka 1,290 5,080 2,080 10,050
Thailande 13,500 33,000 14,000 34,000

Comme on peut le constater, 'Inde est le plus grand producteur de gingembre au monde.
Il faut souligner que la qualité du produit n'est pas égale dans toutes les régions; le
meilleur gingembre est celui de la Jamaique car il possede un arome particulier et ses
rhizomes longs et minces correspondent a la demande du marché. Le gingembre du
Nigéria n'est pas de qualité supérieure quoique de saveur trés forte et de teneur en huiles
essentielles élevée. Les principaux pays importateurs sont la Communauté Européenne,
les Etats-Unis et I'Arabie Saoudite. D'autres pays achétent le gingembre pour le revendre

apres transformation, c'est le cas de Singapour et de Hong Kong (Nyabyenda, 2006).

3.5. Chimie de gingembre

Le rhizome de gingembre est tres riche en amidon, contient aussi des protéines, lipides,
hydrates de carbone, minéraux, vitamines et des enzymes protéolytiques appelés
zingibaine (Faivre et al, 2006). Le tableau suivant donne une indication sur la composition

chimique pour 100 g de rhizome de gingembre.
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Tableau 6 : Composition moyenne pour 100 g de gingembre (Gigon, 2012).

Racine de gingembre (valeur nutritive pour 100 g)
Energie ~ 20 Kcal
Hydrate de carbone 17,77 g Vit. B9 (Ac. Folique) 11 ng
Protéines 1,82 g Vit. C 05 mg
Lipides 075 g Phosphore 34 mg
Vit. B1 (thiamine) 0,025 mg Calcium 16 mg
Vit. B2 (riboflavine) 0,034 mg Magnésium 43 mg
Vit. B3 (niacine) 0,075 mg Potassium 415 mg
Vit. B5 (Ac. pantothénique) 0,203 mg Fer 0,6 mg
Vit. B6 (Pyridoxine) 016  mg Zinc 0,34 mg

La perception gustative et sensorielle de gingembre provient de deux groupes distincts de
produits chimiques (Jolad et al, 2004 ; Singh et al, 2008) :

% Les huiles volatiles: 'odeur caractéristique du gingembre est due a la présence
d’huile essentielle, c’est un liquide jaune verdatre composé principalement de
zingebéréne, curcumene et {-sesquiphellandréne. Avec faible pourcentage des

hydrocarbures monoterpénoides sont présents comme le camphene, le limonene, le néral,

et le géranial étant les plus abondants.

% Composés piquants non volatiles: la saveur brulante de l'épice est attribuée a
I'oléorésine de gingembre. C’est un liquide sirupeux jaunatre a légére amertume, contient
des constituants biologiquement actifs, tels que les gingérols, shogaols, paradols et
zingérone (figure 13). Les proportions relatives de ces composants dans les extraits de
gingembre sont déterminées par un certain nombre de facteurs, y compris l'origine
géographique, la maturité des rhizomes au moment de la récolte, et la méthode par
laquelle les extraits sont préparés.

Nous nous sommes limités dans cette étude aux principaux constituants du gingembre

ayant une activité pharmacologique connue. Elle ne saurait étre exhaustive (tableau 7).
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Tableau 7 : Les principaux composants du gingembre (Faivre et al, 2006).

Huiles volatiles

Monoterpénes : o-pinene, camphéne, [-pinéne, myrcéne,
limonene, phellandrene

Monoterpénols : linalol, citronellol

Sesquiterpenes Monoterpénals : Citronnellal, myrténal, phellandral, néral,

géranial

Sesquiterpénes: dont zingibérene, B-sesquiphellandrene,
germacrene B, germacrene D, B-curcumeéne, ar-curcumene

Huile essentielle

Alcools Géranial, néral, citral, chavicol, esters acétique et caprylique,

Sesquiterpéni ques gingér01-6, alpha-curcuméne.

Hydrocarbures Toluéne, Alcools aliphatiques (butanol heptanol), Alcool
aliphatiques et cuminique, Aldéhydes aliphatiques (butanol, pentanol),
aromatiques Cétones aliphatiques (acétoneheptanone méthyl heptanone)

Composés piquants non volatiles

Gingerol, shogaol, zingérone, gingédiol, paradols. Ces
composés ont une chaine latérale de longueur variable de 7
a 16 carbones. Certains composés ne sont pas présents dans
la drogue fraiche: les shogaols sont produits par la
déshydratation des gingerols et seraient plus irritants et plus

Diarylheptanoides | ..~

2

éorésine

Ol

Une autre catégorie de molécules ne se retrouve pas dans la
drogue fraiche, ce sont les gingérones A et B arylheptanoides
se développent au cours de la dessiccation.
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Figure 13 : Les majeurs constituants de gingembre (Zingiber Offinale) (Ali et al, 2008).
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3.6. Propriétés pharmacologiques du gingembre.
3.6.1. Action au niveau du tractus gastro-intestinal
% Action antiémétique: le gingembre réagit spécialement sur la modulation des
récepteurs sérotoninergiques (type 5-HT3) (Yamahara et al, 1989), sur les récepteurs (NK1)
par inhibition de la substance P (Qian et al, 2010); ainsi que sur les récepteurs
muscariniques (Ghayar et al, 2007 ; Wu et al, 2008) :
Stomachique par augmentation des sécrétions digestives.
Effet agoniste cholinergique direct sur les récepteurs post-synaptiques Ms, par
stimulation de la phospholipase C. L’acétylcholine entraine une augmentation du
tonus, du péristaltisme avec un accroissement de la motricité au niveau de
I'cesophage, de I'estomac, du duodénum, de l'intestin gréle et du colon. C’est I'action
gastroprocinétique mise en évidence par les études cliniques en double aveugle.
Effet inhibiteur sur I'auto-récepteur muscarinique pré-synaptique (effets similaires aux
antagonistes muscariniques) se caractériant par la suppression des spasmes
gastriques.
% Action cholagogue : il stimule la vidange biliaire (Spiridonov, 2012).
% Action anti-ulcéreuse au niveau de la muqueuse gastrique: par I’action

antibactérienne sur helicobacter pylori (O'Mahony et al, 2005).

3.6.2. Action anti-nauséeuse du gingembre

% Le gingembre et la nausée gravidique 'OMS considere le gingembre efficace sur les
nausées gravidiques. Plusieurs études ont montré la méme action que la vitamine B6 avec
absence d’effets secondaires et néfastes tant sur la grossesse que sur la mere (sécurité
évaluée sur la meére, le foetus et le nouveau-né (Ensiyeh et Sakineh, 2009 ; Ozgoli et al,
2009).

% Le gingembre et la cinétose : une étude a démontré qu'une dose de 940 mg de poudre
de gingembre administrée 20 a 25 min avant de passer sur une chaise rotative est plus

efficace que 100 mg de dimenhydrinate dans la prévention du mal des transports

(Holtmann et al, 1989).
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X/

% Le gingembre et la nausée postopératoires : une dose de 1 g de gingembre en poudre
administré une heure avant I'anesthésie est plus efficace qu'un placebo pour lutter contre
les nausées et vomissements postopératoire (Chaiyakunapruk et al, 2006).

% Le gingembre et la nausée chimio-induite: la chimiothérapie peut provoquer
d'importantes nausées, des vomissements et des douleurs abdominales trés désagréables pour les
patients. Ces problemes sont notamment liés aux agents anticancéreux comme la cisplatine, le
cyclophosphamide et le methotrexate qui ralentissent la vidange gastrique (Levine et al, 2008). Une
étude récente réalisée en double aveugle confirme l'efficacité du gingembre utilisé en
supplément d’une thérapie antiémétique dans un traitement de chimiothérapie émétogene
(cisplatine/ doxorubicine) (Pillai et al, 2011).

% Le gingembre et les nausées digestives liées a une dyspepsie: lefficacité du
gingembre sur 'accélération de la vidange gastrique est récemment confirmée dans une

étude clinique réalisée en double aveugle chez des patients souffrant de dyspepsie

fonctionnelle (Hu et al, 2011).

3.6.3. Action antilipémique et anti-athéromateuse

Abaissement du cholestérol sérique, hépatique et triglycéridémie. Il se pourrait que grace
a l'extrait de gingembre, les esters de cholestérol de la plaque aortique athéromateuse
soient transformés en cholestérol libre et soient transportés par I'HDL vers le foie ot a lieu

leur catabolisme (Alizadeh-Navaei et al, 2008).

3.6.4. Action sur le diabéte
Le diabete est un probleme de santé publique de part ses complications cardiaques,
rénales, ophtalmiques etc. Selon plusieurs études, le gingembre augmente la captation du

glucose par les cellules musculaires indépendamment de I'insuline (Li et al, 2012).

3.6.5. Action anti-inflammatoire

Le gingembre a été montré pour exercer des effets anti-inflammatoires par :
La diminution des douleurs musculaires, de I’cedéme des articulations et amélioration
de la mobilité chez des sujets souffrant d’arthrite ou d’ostéoarthrite (Altman et

Marcussen, 2001).
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L’inhibition de la biosynthese des prostaglandines et leucotrienes par 1'inhibition des
cyclo-oxygénase (COX-1, COX-2) et la 5-lipoxygénase LOX (Grzanna et al, 2005).
L’inhibition de I'expression de TNF-o dans les synoviocytes et les chondrocytes activés

(Phan et al, 2005).

3.6.6. Action sur le sang
Le gingembre a un effet anti-thrombotique par inhibition de I'agrégation plaquettaire et la

production de thromboxane-B2 (TXB2) (Thomson et al, 2002).

3.6.7. Action sur le cceur et les arteres

Le gingembre exerce des effets bénéfiques sur le systéme circulaire :
Abaissement de la pression artérielle (Ghayar et Gilani, 2005).
Effet cardiotonique par action inotrope positive chez le cobaye du 6-, 8- et 10-gingerol.
L’oléorésine inhibe la synthese du cholestérol (a I'instar des statines) en inhibant une
enzyme, la HMG CoA réductase agissant sur la synthese des stérols par la voie des

mévalonates (Faivre et al, 2006).

3.6.8. Action antibactérienne, antifongique et mollucide

Le gingembre a des effets désinfectants :
Antibactérien : Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Escherichia coli et
Candida albicans ; actif in vitro sur les rhinovirus ; l'extrait aqueux est efficace contre le
trichomonas (Faivre et al, 2006 ; Ali et al, 2008).
Antifongique : Rhizopus sp. (Ficker et al, 2003).
Molluscide : Les gingérols et les shogaols ont une activité molluscide en particulier sur
les vecteurs de la bilharziose (Faivre et al, 2006).

Antihelminthique : nématodes gastro-intestinales (Igbal et al, 2006).

3.6.9. Activité anticancéreuse
Des expérimentations in vitro et in vivo ont montré que le 6-gingérol est actif dans la
prévention et le traitement des cancers : de la prostate, des ovaires, gastrique, colorectal

par son action apoptotique et antiangiogénique (Ishiguro et al, 2007 ; Rhode et al, 2007 ; Lee
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et al, 2008?). 11 s’oppose aussi a la formation de métastases dans le cancer du sein (Lee et al,
2008b). L’application locale de son huile essentielle a montré un effet protecteur contre
l'infection de I'herpés génital (type 2) et une efficacité in vitro sur des bactéries pathogenes

(Norajit et al, 2007).

3.7. Effet toxicologique du gingembre
Comme toute substance actif, le gingembre peut, chez certaines personnes, entrainer des
effets plus au moins génants et transitoires (Chrubasik et al, 2005) :

Irritation gastrique et crampes intestinales par surdosages.

L’inhalation de la poussiere de gingembre peut entrainer la production des IgE
allergiques.

Le gingembre est déconseillé en cas de lithiase biliaire et obstruction des voies

biliaires.

3.7.1. Posologie
La posologie dépend de I'affection traitée et de la forme utilisée, le tableau suivant illustre

les différentes posologies conseillées pour le gingembre.

Tableau 8 : les différentes posologies conseillées pour le rhizome de gingembre (Faivre et

al, 2006).

Forme du rhizome Dose d’administration

Racine seche Infusion de 1 g pour 150 ml

Poudre De 0,5a1,5 g/jour

Extrait fluide De 0,6 21,8 g/jour oul a5 mlen 3 ou 4 fois par jour

Extrait sec 3 ou 4 fois 250 mg d’extrait sec aqueux par jour

Teinture mére De1,2a7.8 g/jour

Jus de rhizome frais De 5 a 10 ml par jour

Huile essentielle De 2 a 4 gouttes avant les repas dans un demi-verre d’eau
chaude ou de tisane de plante digestive.
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3.7.2. Attention a 'automédication !
La phytothérapie est une thérapeutique souvent peu toxique mais qui exige un certain
nombre de précautions (Roux, 2005) :
Une bonne connaissance des plantes car certaines peuvent étre toxiques et nécessiter
une prescription médicale ;
Une connaissance approfondie de la pharmacologie (devenir des principes actifs dans
'organisme) ;
Etre attentif aux doses, en particulier pour les jeunes enfants, les femmes enceintes ou
allaitant et les personnes agées ;
Un arrét du traitement en cas de réactions allergiques, plaques rouges,
démangeaisons, géne respiratoire, etc. ;
Certaines plantes ne peuvent étre utilisées en méme temps que d’autres médicaments
ou présentent une certaine toxicité si le dosage est augmenté ou si le temps de

traitement est prolongé.
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4. Matériels et Méthodes

4.1. Matériels

4.1.1. Produit chimique

Nous avons utilisé le nitrate d’ammonium pur provenant de la firme pharmaceutique
(Fluka, Macedonie). Il a été solubilisé dans l'eau minérale en deux concentrations
différentes (400 - 600 mg/kg) et administrées aux rats par gavage oral (per o0s)
(Boukerche et al, 2007).

4.1.2. Préparation de la poudre de gingembre

Les rhizomes de gingembre frais (Zingiber Offinale), achetés au marché local (importé de
la Chine), lavés, épluchés, coupés en petits morceaux, séchés a l'air et a ’abri du soleil.
A Taide d’un mixeur le produit de séchage a été transformé en poudre trés fine, puis
conservé dans des récipients hermétiques a une température ambiante jusqu'a la

préparation du régime expérimental. Ce gingembre diététique a été donné aux rats a

raison de 2% (Shanmugam et al, 2011).

4.1.3. Entretien et traitement des animaux

Pour cette étude nous avons réceptionné cinquante rats males (Albino wistar), de
I'Institut Pasteur d’Alger (I.P.A.), agés de 12 semaines. L'élevage des rats a été effectué
au niveau de I'animalerie de I'Université Badji Mokhtar - Annaba. Les animaux étaient
hébergés dans des cages en polyéthylene munies d’étiquettes oti sont mentionnés le
nom du lot, le traitement subit et les dates des expérimentations, les cages sont tapissées
d’une litiere en copeaux de bois nettoyées quotidiennement.

Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation d'un mois environ, aux conditions
de I'animalerie; a une température de (22 + 2°C) et une photopériode naturelle (12/12
H). Ils ont été nourris avec un concentré énergétiquement équilibré que nous avons
préparé selon le régime d’Upreti et al (1989) et I'eau ad libitum (tableau 9). Le poids vif

moyen des rats au début de I'expérimentation est environ 200 g +10 g.
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Tableau 9 : Composition du régime alimentaire (Upreti et al, 1989)

Matiere Quantité (g/kg) Pourcentage (%)
Mais 420 42.0
Saccharose 210 21.0
Soja 260 26.0
Son 60.0 6.00
C.M.V. 30.0 3.00
Huile 20.0 2.00

Apres une période d’accoutumance, les animaux ont été repartis au hasard en cinq
groupes de dix rats chacun. En plus d’une nourriture simple et d’eau potable, du nitrate
d’ammonium en gavage et/ou du gingembre a des proportions définies auparavant ont

été présentés pendant 30 jours (N mg/kg + G %).

Les différents traitements des rats sont comme suit :

Lot1 (T) : groupe témoin, les rats recoivent une eau potable et une nourriture
simple (0 + 0).

Lot2 (G) : les rats recoivent une eau potable et une nourriture contenant 2 %
de la poudre de gingembre (0 + G).

Lot3 (N) : En plus d'une eau potable et une nourriture simple les rats
recoivent par gavage 400 mg/kg de nitrate d’ammonium (N + 0).

Lot4 (N+G) : lesrats recoivent par gavage 400 mg/kg nitrate d’ammonium plus
2% de gingembre dans leurs régimes alimentaires (N + G).

Lot5 (N*+G) : ce dernier groupe est traité par une dose plus élevée de nitrate
d’ammonium (600 mg/kg) en plus de 2% de poudre de gingembre
dans leurs régimes alimentaires (N*+ Q).

4.1.4. Prélévement sanguin

Les rats sont sacrifiés par décapitation ; le sang est immédiatement recueilli dans deux

tubes étiquetés, I'un sec et 'autre contient 'EDTA comme anticoagulant :

& gffet protectour d un antioapdant naturel contre le stress oapdiatif induit par le mitrate d ammonium ches les rats 49



Rirtic expérimentale Chtéricl & CMGthodes

Les tubes a EDTA serviront pour la détermination de la formule de numération
sanguine (FNS) et le pourcentage de méthémoglobine.

Les tubes secs sont centrifugés a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les sérums
récupérés serviront a la détermination des parametres biochimiques (acide urique,
urée, créatinine, cholestérol, triglycéride, lipides totaux, bilirubine total et direct,

phosphatase alcaline, transaminase ASAT/ALAT, lactate déshydrogénase).

4.1.5. Prélévement des certains organes

Une ouverture abdominale longitudinale pour le préléevement des différents organes
(cceur, foie, rate, intestins, reins et testicules). Une fois débarrassé de leurs tissus
adipeux, les organes sont pesés excepté les intestins. Un fragment de foie et de rein de
chaque lot sont fixés séparément dans le Bouin alcoolique afin de réaliser des coupes
histologiques, le reste des organes sont conservés au congélateur a -20°C pour le dosage
des parametres du stress oxydant (GSH, MDA, GPx, GST, CAT). La figure suivante

résume les différentes étapes du protocole expérimental.
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Gingembre frais Gingembre en poudre

Prélévement des organes
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Groupes expérimentaux

Aprés 30 jours 50 rats males répartis en 5 lots
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Figure 14 : Les différentes étapes du Protocole expérimental
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4.2. Méthodes

4.2.1. Dosage des parametres hématologiques

La formule de numération sanguine (FNS) a été réalisée par 'analyseur ERMA INC
(full automatic blood cell counter model PCE-210N). Le tube de sang total avec 'EDTA
(anticoagulant) est placé dans l'automate; et la mesure de la FNS commence. Les
résultats s’affichent automatiquement sur l'écran, et sont ensuite imprimés. Les
parametres déterminés sont: globule rouge (GR), globule blanc (GB), hémoglobine
(Hb), hématocrite (HT), plaquettes (PLT), lymphocytes (LY), monocytes (MO), volume
globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (CCMH). Concernant la méthémoglobine, le dosage a été réalisé au niveau

du laboratoire de toxicologie (Hopital Ibn Sina) suivant la méthode d’Evelyne et

Malloy (1938).

4.2.2. Dosage des parametres biochimiques

4.2.2.1. Mesure de la glycémie

Principe : le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucomeétre qui utilise des
bandelettes réactives. Ces derniéres sont destinées a un usage diagnostique in vitro
(externe) pour le test de la glycémie. Elles sont concues pour mesurer le glucose dans le
sang total capillaire. La bandelette réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme
qui oxyde le glucose dans le sang et qui produit de I’acide D-gluconique et du peroxyde

d’hydrogene.

Mode opératoire
Le lecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandelette
réactive Accu-Chek (dans le sens des fleches et jusqu’a la butée).
Le symbole d"une goutte clignote.
Déposer la goutte de sang sur la zone de dépodt orange de la bandelette. Le résultat

s’affiche en 5 secondes. La glycémie est donnée en g/dl
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Les bilans : rénal, lipidique et hépatique sont réalisés selon la fiche technique du Kit
Spinréact (Espagne). Les protocoles expérimentaux seront expliqués en détails dans

I'annexe.

4.2.2.2. Mesure de 1'urée
Principe : la technique utilisée pour la détermination du taux de l'urée est la méthode

enzymatique utilisant I'uréase selon la réaction suivante :

Uréase

Urée + H:O (INHaz)z + CO;

¥

Nitroprusside
INHe* + Salicylate + NaClO » Indophénol

Les ions d’ammonium peuvent réagir avec le salicylate et 'hypochlorite de sodium
pour former un complexe coloré en vert, I'intensité de couleur est proportionnelle a la

concentration de l'urée présentée dans 1’échantillon (sérum) (Fawcett et Scott, 1960).

4.2.2.3. Mesure de la créatinine
Principe : la créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré,
mesuré dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en

créatinine de I'échantillon (sérum) (Murray, 1984%).

4.2.2.4. Mesure de l’acide urique
Principe : 1'acide urique présent dans 1’échantillon donne selon la réaction décrite ci-

dessus un complexe coloré, quantifiable par spectrophotométrie :

Uricase

Acide urique + 2 H:O+ Oy » Allantoine + CO: + 2H20:

Peroxydase
2H; O+ 4-Aminophenazone + DCPS p Quinoneimine + 4 H;O

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de 1’acide urique

dans I'échantillon (sérum) (Schultz, 1984).
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4.2.2.5. Mesure du cholestérol
Principe : le cholestérol présent dans I'échantillon forme un complexe coloré selon la
réaction ci-dessous, L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la

concentration du cholestérol dans 1'échantillon (sérum) (Naito, 1984).

Cholestérol estérase
Cholestérol esters + H:O p Cholestérol + acide gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O . Cholestérol 4- one + HxOx

-

Peroxydase
2H;0: + Phénol + 4-Aminophenazone p Quinonimine + 4 H;O

4.2.2.6. Mesure de triglycéride
Principe : les triglycérides présents dans I’échantillon forment un complexe coloré,
l'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration des triglycérides

dans I"échantillon (sérum) (Buccolo et al, 1973).

Lipoprotéine lipase
Triglycérides + HxO # Glycérol + acide gras libres

Glycérol Kinase
Glycérol + ATP p Glycérol 3-phosphate + ATT

Glycérol-3-oxydase
Glycérol 3-phosphate + Oz » DAP + HzO0

Peroxydase
2H:(; + Pchlorophénol + 4- Aminophenazone p Cuinone + HzO

4.2.2.7. Mesure des lipides totaux
Principe : les lipides totaux avec la phosphovainilline et en présence de l'acide
sulfurique forment un complexe coloré, I'intensité de sa couleur est proportionnelle a la

concentration des lipides totaux dans I’échantillon (sérum) (Cottet et al, 1965).

4.2.2.8. Mesure de l’aspartate aminotransférase (ASAT / GOT)

Principe : I'aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi oxaloacétate de glutamate
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(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a-
cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate

par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H*.

AST

Aspartate + e-cétoglutarate Glutamate + oxaloacétate

w

MDH

Omcaloacétate+ NADH + HY Malate + NAD*

L 4

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a

l'activité de I'aspartate aminotransférase dans I'échantillon (sérum) (Murray, 1984b).

4.2.2.9. Mesure de I’alanine aminotransférase (ALAT/GPT)
Principe : le principe est présenté selon le schéma réactionnel suivant :

ALT
e~cétoglutarate + L-alanine

Glutamate + pyruvate

L

LDH

Pyruvate + NADH + H* L-lactate + NAD™

»

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a 'activité

enzymatique d’alanine aminotransférase dans I'échantillon (sérum) (Murray, 1984¢).

4.2.2.10. Mesure de la phosphatase alcaline (PAL)

Principe: la phosphatase alcaline (PAL) catalyse 1'hydrolyse de p-nitrophényl
phosphate a pH 10,4 pour donner le p-nitrophénol et le phosphate. La formation de p-
nitrophénol est mesurée par spectrophotométrie, ou elle est proportionnelle a I’activité

catalytique de la phosphatase alcaline dans I'échantillon (sérum) (Wenger et al, 1984).

PAL
p-Nitrophenylphosphate + H:O = pMitrophenol + phosphate

4.2.2.11. Mesure du lactate déshydrogénase (LDH)
Principe : la détermination cinétique de l'activité enzymatique de (LDH) basée sur la
réaction citée ci-dessous. Le taux de diminution de la concentration en NADH est

directement proportionnel a I'activité de LDH dans I’échantillon (Pesce, 1984).

LDH

Pyruvate+ NADH+H* L-lactate + MNAD*

¥
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4.2.2.12. Mesure de la bilirubine directe et totale

Principe : la bilirubine est définie comme la quantité de pigment dans le sérum
réagissant avec 1'acide sulfanilique diazoté a pH acide pour produire 1'azobilirubine
quantifiable par spectrophotométrie.

Acide sulfanilique + nitrite de sodium p Acide sulfanilique diazoté

R® couplage

Acide sulfanilique diazoté + bilirubine Azobilirubine

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de la bilirubine

dans I"échantillon (sérum) (Kaplan et al, 1984).

4.2.3. Dosage des parametres du stress oxydant

4.2.3.1. Mesure du malone-dialdéhyde (MDA)

Principe : le MDA est un produit des réactions de peroxydation lipidique qui se forme
lors de l'attaque des lipides polyinsaturés par des especes réactives de l'oxygene
générées par certains contaminants. Dans notre étude, les taux du MDA hépatique et
rénal ont été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al (1979). Le dosage repose sur la
formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA et 'acide thiobarbiturique
(TBA) d"un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par les solvants organiques

comme le butanol.

Préparation de I’homogénat : 500 mg de foie ou de rein des différents groupes sont
broyés a froid a l'aide d'un homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d'une

solution de tampon phosphate (0,1 M, pH 7.4) pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire
Prélever 0,5 ml de 'homogénat.
Ajouter 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.
Ajouter 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67 %.
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 100 °C durant 15 min.
Refroidir et additionner 4 ml de n-butanol.

Centrifuger pendant 15 minutes a 3000 tours/min.
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Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.

Calcul de la concentration du MDA : la quantité du MDA dans 1’échantillon est
exprimée en nmol/gramme de tissu (foie ou reins). Elle est obtenue grace a une courbe

standard réalisée avec du 1,1,3,3'-tetraethoxypropane faite dans les mémes conditions

(figure 15).

y=00046x+ 00141
R*= 09991

0.9 -

Do

0 0 100 150 200 250
MDA nM/L

Figure 15 : Courbe standard pour le calcul d’"MDA

4.2.3.2. Mesure du Glutathion réduit (GSH)

Principe : le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de Wekbeker et Cory
(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de l'acide
2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour
cela une déprotéinisation de 'homogénat est indispensable afin de garder uniquement

les groupements thiol spécifiques du glutathion.

Préparation de l'homogénat : 200 mg de tissu (cceur, foie, rate, intestins, reins et
testicules) ont été mis en présence de 8 mL d'une solution d”Acide Ethyléne Diamine
Tétra Acétique (EDTA) a 0,02 M, puis ont été broyés a froid a l'aide d'un

homogénéisateur ultrason pour obtenir un homogénat.
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Mode opératoire
Prélever 0,8 ml de 'homogénat.
Déprotéiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solution d'acide sulfosalicylique 0,25 %.
Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.
Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.
Prélever 0,5 ml du surnagent.
Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’EDTA), pH 9,6.
Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissous dans le méthanol absolu).
Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur
qui se développe instantanément.

Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

Calcul : l1a concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante

[GSH] (nM GSH fmg protide) = (DO x 1 x 1,525) / (13100 x 0,8 x 0,5 x mg protide)

DO : Densité optique a 412 nm.
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml
homogénat + 0,2 ml SSA).

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH (0,5 ml
surnagent + 1 ml Tris EDTA + 0,025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d'absorbance du groupement (-SH) a 412 nm.

0.5 : Volume du surnagent trouvé dans 1,525 ml.

0.8 : Volume du I'homogénat trouvé dans 1 ml.

On note que la concentration du GSH est mesurée par apport a 1 mg de protéines. C'est

pour cela ce dosage doit étre accompagné par le dosage des protéines.

4.2.3.3. Mesure de l’activité enzymatique du Glutathion Peroxydase (GPx)
Principe : L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la

méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de
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peroxyde d’hydrogene (H2Oz) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est

transformé en (GSSG) sous I'influence de la GPx selon la réaction suivante :

H:0:+ 2 G5H & GS5G + 2 H:O

Préparation de 1'homogénat : 500 mg de foie ou de rein des différents groupes sont
broyés a froid a l'aide d'un homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d'une

solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire
Prélever 0,2 ml de 'homogénat.
Ajouter 0,4 ml de GSH (0,1 mM).
Ajouter 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min.
Ajouter 0,2ml de H>Oz (1,3 mM) pour initier la réaction, laisser agir 10 minutes.
Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.
Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.
Prélever 0,48 ml du surnageant.
Ajouter 2,2 ml de la solution tampon TBS.
Ajouter 0,32 ml de DTNB (1,0 mM)

Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

Calcul : la détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a 1'aide des

formules suivantes :

X (DO échantillon - DO étalon) x 0.04
DO etalon

Quantite GSH disparm

GPx (umol GSH/ mg protéine) =
[ ] de protéine
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X : Quantité de GSH réduit disparu (oxydé) dans 0.2 ml extrait
dans 1 ml.

DO échantillon : Densité optique de I’échantillon.

DO étalon : Densité optique de I'étalon.

0.04 :  Concentration de substrat (GSH).

4.2.3.4. Mesure de l'activité enzymatique du Glutathion S-Transférase (GST)

Principes : la mesure de l'activité des GST a été réalisée par la méthode de Habig et al
(1974), celle-ci consiste a fournir a I'enzyme un substrat en général le 1-chloro, 2.4-
dinitrobenzéne (CDNB), qui réagit facilement avec de nombreuses formes de GST et du
glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d'une
nouvelle molécule qui absorbe la lumiere a 340 nm, la variation de la densité optique est

mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes.

Préparation de 'homogénat: 500 mg de foie ou de rein des différents groupes sont
broyés a froid a l'aide d'un homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une

solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), pour obtenir un homogénat.

Mode opératoire

Les réactifs utilisés Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (0.1M. pH 6.5) 850 830
CDNB (0.02M) 50 50
GSH (0.1M) 100 100
Homogénat - 20

Calcul : la concentration de la GST est obtenue par la formule suivante

(DO échantillon / min — DO blanc / min)
GST (nmol GST/ min / mg proteine) =

9.6 x mg protéine
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DO échantillon/min : Densité optique de I'échantillon par minute
DO blanc/ min : Densité optique du blanc par minute

9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM-1.Cm-!

4.2.3.5. Mesure de l'activité enzymatique de la Catalase (CAT)

Principe : la méthode utilisée est celle d”Aebi (1984). L’activité catalase a été mesurée a
240 nm a l'aide d'un spectrophotometre, par la variation de la densité optique
consécutive a la diminution du peroxyde d’hydrogene (H20z) a 25°C en présence d"une

source enzymatique dans la fraction cytosolique.

Préparation du surnageant : 500 mg de foie ou de rein des différents groupes sont
broyés a froid a l'aide d'un homogénéisateur ultrason en présence de 5 ml d’une
solution de tampon phosphate (0,1 M. pH 7.4). La suspension cellulaire est centrifugée a

9000 tours/min pendant 15 minutes et a une température de 4°C.

Mode opératoire

Les réactifs utilisés Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (0,1 M. pH 7,5) 800 780
H20:2 (0,5 M) 200 200
Surnageant (S9) - 20

On note que :
Le zéro de 'appareil est réalisé par le tampon phosphate.
La quantité des S9 doit étre déterminée en fonction de la quantité de protéines qui
est comprise entre 1 et 1,5 mg/ml.
L’activité de la catalase décroit rapidement, il est important de respecter le méme
temps entre le pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotomeétre.
La lecture de I'absorption se fait apres 15 secondes de délai et durant 60 secondes

de mesure.
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2

Calcul : I'activité de la catalase est calculée selon I'équation suivante :

Lo . .. 3 ADO x10
Activite CAT (umol H20: / min/ mg protéine) = e L < XxFd
ADO : Variation de la densité optique par minutes
€ :  Coefficient d’extinction du H2O2 = 0.04 Mm1. Cm-!
L : Longueur de la cuve = 1Cm

Quantité de protéine en mg/ml

Fd : Facteur de dilution du H2O> dans le tampon (0,02)

4.2.4. Dosages des protéines

Principe : la concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford
(1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Les groupements amines
(-NH>) des protéines réagissent avec un réactif a base de 'acide orthophosphorique, de
I'éthanol et de bleu de Coomassie pour former un complexe de couleur bleue.
L’apparition de cette couleur reflete le degré d’ionisation du milieu acide et l'intensité

établit la concentration des protéines dans I'échantillon.

Mode opératoire
Prélever 0,1 ml de 'homogénat.
Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.
Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.
Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.
La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage
préalablement tracée.
La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions (figure

16).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovin

4.2.5. Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie pathologie au
niveau de I'Hopital Ibn Rochd - Annaba. La technique utilisée est celle décrite par

Houlot (1984), qui comporte les étapes suivantes :

4.2.5.1. Fixation: elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en
conservant leurs morphologies. Le temps de la fixation est essentiel pour la réussite de
la technique histologique. Elle doit étre réalisée rapidement apres la décapitation des
rats et prélevement des organes. Des fragments de foie et de rein (de surface 1 a 2 cm? et
d’épaisseur 2 mm) ont été mis dans le fixateur (Bouin alcoolique), il permet de durcir
I’échantillon sans I’abimer. Apres 48 heures de fixation les pieces d’organes sont retirées
du Bouin puis rincées a l'eau distillée. Des coupes transversales faites par
I"anatomopathologiste. Les échantillons sont placés dans des cassettes spéciales a parois
trouées afin de permettre le passage des liquides au cours des manipulations qui

suivent :

4.2.5.2. Déshydratation : comme la paraffine n’est pas miscible a 'eau, les échantillons
doivent étre alors completement déshydratés avant I'inclusion dans la paraffine. Cette

derniére n'est pas non plus soluble dans 1'alcool utilisé pour la déshydratation, on
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N

assiste donc a une substitution par le xyléne. La déshydratation se fait grace a un
automate qui fait immerger les échantillons dans des bains d’éthanol a concentration
croissante (70, 95 et 100 %), puis dans des bains de xyléne qui constitue un agent
éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans 1'étuve le xylene
s'évapore des pieces anatomiques. Cette étape est réalisée par un appareil appelé le

circulateur.

4.2.5.3. Inclusion et réalisation des blocs: elle ne peut étre satisfaisante que si
I’échantillon est completement déshydraté et ne contient plus de solvant intermédiaire
(alcool). Les pieces sont plongées (2 heures) dans des bains de paraffine liquide fondue
a 60° C. Les échantillons étant imbibés de paraffine sont placés dans des moules appelés
les barres de Leuckart, puis sont remplis de paraffine. Cette opération fait appel a des
appareils « dits a inclusion » refermant un réservoir de paraffine maintenue a 1'état
liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique
réfrigérée pour aboutir a la solidification rapide (10 a 15 min) du bloc de paraffine

contenant le tissu.

4.2.5.4. Confection des coupes : les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant
de subir des coupes au microtome de 4 a 5 pm. Les rubans de paraffine obtenus sont
étalés sur des lames porte-objet, puis déplissés et fixés par une eau gélatineuse chauffée
a 40 °C. Les lames sont marquées au nom des différents lots a 1'aide d'un crayon

d’argent, ensuite séchées dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.

4.2.5.5. Coloration et montage : il existe plusieurs méthodes de coloration qui varient en
fonction des tissus. La méthode de 'Hématéine-Eosine (HE) est la plus utilisée. La
coloration suit les étapes suivantes :

Déposer les coupes dans un bain de xyléne pendant 10 minutes afin de déparaffiner

les échantillons et faire pénétrer les colorants.

La réhydratation des coupes se fait par passage dans un bain d’éthanol pendant 10

minutes puis hydrater les lames par 1’eau du robinet.
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Immerger les coupes dans un bain d'Hématéine (10 minutes) qui colore en bleu
violacé les structures basophiles (noyaux cellulaires). Rincer a I’eau courante.
Le deuxieme colorant utilisé est 1’éosine qui colore en rose les structures acidophiles

(cytoplasmes cellulaires). Rincer a I’eau courante.

Le montage consiste a fixer une lamelle en verre sur les coupes histologiques apres
coloration. Cette étape permet la :

protection mécanique des coupes.

protection chimique des colorants.
Sécher les lames puis observer au microscope optique équipé d'un appareil

photographique.
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Fixation dans le Bouin Coupe transversale Cassette

Circulateur Appareil a inclusion

Moule Leukart Réalisation d"un bloc
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Solidification du bloc Dégrossir un bloc Réalisation d'un ruban

Bacs de coloration Lame colorée
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4.3. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins l'écart type
moyen (M * SD), Ces moyennes sont comparées par un test t de Student grace au

logiciel MINITAB (version 13.31). Les différences sont considérées comme :
Significatives lorsque (*P < 0,05).
Hautement significative comparant au témoin (**P <0,01).
Tres hautement significative comparant au témoin (***P < 0,001).

Avec P : Seuil de signification.
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Chapitre § R éaullats

5. RESULTATS

5.1. Etude pondérale

5.1.1. Influence du traitement sur la croissance corporelle

La figure 17 représente la variation de poids corporel des rats témoins et traités
quotidiennement pendant 30 jours par le nitrate d’ammonium et/ou le gingembre. Les
résultats obtenus ne montrent aucun changement significatif sur la croissance
physiologique des rats traités en comparaison avec le groupe témoin. La ration
alimentaire n’a pas changé et les rats ont gardé un appétit normal ce qui a conservé

leurs poids.

5.1.2. Influence du traitement sur les rapports organo-corporels

L’étude statistique de la variation des poids des organes par rapport a 100 g du poids
corporel objective une augmentation significative (p < 0.05) du rapport hépato-corporel
chez les rats traités par 400 mg/kg de nitrate d’ammonium (N+0) et une diminution
significative (p < 0,05) du rapport spléno-corporel chez les rats traités par 600 mg/kg de
nitrate d’ammonium et le gingembre (N*+G). En l'occurrence les rapports réno-
corporel, cardio-corporel, testi-corporel sont restés intacts comparés au groupe témoin

(tableau 10, figure 18).
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Tableau 10 : Variation du poids corporel et des rapports organo-corporels chez les rats témoins et traités par le nitrate d’ammonium

et /ou le gingembre pendant 30 jours.

Lots experimentaux

Parametres

TO+0) G(0+2%) N 400mgkg+0) N+G (400 mg/kg +2%) N'+G (600 mg/kg + 2%)
Poids initial (g) 196,50+249 19850+23,8 200,10 +17,0 193,13 +12,2 199,66 + 15,5
Poids final (g) 24237+288 23644+288  25538+22,2 245,10 + 28,2 247,55 + 21,6
Gain de poids (g) 45,87 37,94 55,17 51,97 47,89
Rapport hepato-corporel (%) 3,880+ 0,630 4,040+ 0,344 4,572 + 0,443% 3,699 + 0,153 3,798 + 0,482
Rapport reno—corporel (%) 0,795+0,097 0,824 + 0,093 0,850 + 0,036 0,853 + 0,050 0,830 + 0,066
Rapportsplenocorporel (%) 0,377 0,043 0,356+0,053 0,348 + 0,043 0,347 + 0,589 0,333 + 0,033*%
Rapport cardio-corporel (%) 0,347 +0,050 0,346+0,044  0,325+0,016 0,344 + 0,020 0,380 + 0,067
Rapport testi-corporel (%) 1,341+0,151 1476+0,224 1,348 + 0,098 1,377 £ 0,358 1,363 + 0,208

# . Différence significative par rapport au témoin (P < 0.05).

7]

63 les rats

7

’

AIMMONTUNT C)

& gffet protectour dun antioapdant naturel contre le stress oapdiatyf induit par le mitrate d



Chapitre § (Résullats

275
~ 255
3 /
E ﬂ
o 235
o
(=]
o
8 215
(=]
o /

195 7

175

Ter Semaine 2éme Semaine 3éme Semaine 4éme Semaine
——T —B-G —4—N N+G —+—=N*+G

Figure 17 : Variation du poids corporel chez les rats témoins et traités par le nitrate

d’ammonium et/ ou le gingembre pendant 30 jours.

& gffet protectour dun antioapdiant naturel contre le stress oapdiatyf induit par le mitrate d ammonium ches les rats 2



Chapitre § Résullats

— 600 — 095
2
(=] —_—
g 500 2 090 T :
9 T T a -
& 400 5 ]
5 ¢ 0,85
§ 300 £
P 2 0,80
s 200 — £
o Qo
3 2075 —
& 100 s

O,OO T T T T T 0,70 B T T T T

T 6 N N6 N&G T G N N+ N6

2,00 _ 050
E : T
2 150 I [ £ o040
g g
= 8 030
S 100 - S
£ £ 020 +—
a a
& 050 - o
S g o010 —

000 : : : : 000 -+ : : :

T 6 N NG N6 T 6 N N6 N6

045
— *
® 040 T T
[=]
2 035 | T
S 030
[=]
§ 025 —
& 020 +—
£ 015 -—
& 010 —
[=]
& 005 |

000 - | . . I

T G N N+« N=~G

Figure 18 : Variation des rapports organo-corporels chez les rats témoins et traités par le

nitrate d’ammonium et/ou le gingembre pendant 30 jours.
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5.2. Etude hématologique

Nos résultats révelent que le traitement des rats par le nitrate d’ammonium provoque
une diminution significative (p < 0,05) des globules rouges, globules blancs,
hémoglobine ainsi que le volume globulaire moyen. De plus nous avons enregistré une
diminution tres hautement significative (p < 0,001) de I'hématocrite. En revanche, une
augmentation tres hautement significative (p < 0,001) a été signalée au niveau de la

méthémoglobine par apport au groupe témoin.

Cependant, la supplémentation du gingembre dans la diete des rats (N+G) a rétabli les
parametres cités ci-dessus en comparaison avec le groupe témoin. Le nitrate
d’ammonium avec la dose supérieure (600 mg/kg) provoque une diminution trés
hautement significative (p < 0.001) de 'hématocrite et une augmentation trés hautement
significative (p < 0.001) au pourcentage de la méthémoglobine, bien que les rats soient
nourris par une diete supplémentée par 2% de gingembre (N*+G) en comparaison au
groupe témoin.

Le tableau 11 et la figure 19 illustrent les changements numériques des éléments

sanguins chez les rats traités par le nitrate d’ammonium et/ou le gingembre :
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Tableau 11 : Variation des paramétres hématologiques chez les rats témoins et traités par le nitrate d'ammonium et /ou le

gingembre pendant 30 jours.
Lots experimentaux
Parametres
T(0+0) G(0+2%) N(400mgkg+0) N+G (400 mgkg+2%) N*+G (600 mg/kg +2%)

GB (x 103/ul) 9,07+1,26 8,54+ 0,80 7,68+1,22% 8,96+ 141 9,66+ 1,26

LY (x 103/ul) 598+ 0,84 5,72+ 0,90 532+0,74 6,08 + 0,61 6,54+ 0,92
MO (x 103/ul) 1,21+0,27 1,22 40,28 1,05+ 0,16 1,14+ 0,17 1,24+ 0,24

GR (<10%/ul) 8,92+ 0,67 7,97+1,34 7,79+ 0,57% 8,89+ 0,55 8,55+ 0,63
PLT (x 103/ ul) 303,6+ 80,1 248,4+37,2 2352+ 90,7 290,6 + 67,8 282,1+55

Hb (g/dl) 13,54+ 0,85 12,52+1,29 12,12 +1,47% 13,80+ 1,03 12,88+ 1,27
VGM  (f]) 54,00+ 3,79 50,26 + 4,46 49,53 + 2,39* 50,49+ 2,68 50,30+ 3,20
CCMH (g/dl) 32,33+ 2,90 33,03+347 31,80+ 2,65 32,17+ 2,56 31,89+ 3,22
HT (%) 51,21+ 3,37 47,54+ 5,69 39,66 + 4,89%F* 45,02 + 4,77%* 42,11+ 3,12°4%%
metHb  (Yo) 1,69+ 0,82 1,75+ 0,60 10,51 + 1,50%%* 3,65+ 1,11%* 4,62 + 1,020
#  : Différence significative par rapport au témoin (P < 0.05).
## : Différence hautement significative par rapportau témoin (P < 0.01).

##% . Différence trés hautement significative par rapportau témoin (P < 0.001).

s
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Figure 19 : Variation des parametres hématologique chez les rats témoins et traités par
le nitrate d’ammonium et/ ou le gingembre pendant 30 jours « A : globules blancs ; B :
lymphocytes; C : monocytes ; D : globules rouges ; E : plaquettes ; F : volume globulaire
moyen ; G : concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine H : hémoglobine ; I :

hématocrite ; ] : méthémoglobine ».
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5.3. Etude biochimique

Le gingembre comme un supplément alimentaire a entrainé une diminution
significative (p < 0.05) des concentrations sériques de 1'acide urique et du cholestérol et
une diminution hautement significative (p < 0.01) du taux des triglycérides chez le
deuxiéme lot (0+G). Il n'y avait aucune différence significative dans les autres

parametres biochimiques par rapport au groupe témoin (tableau 12).

Le gavage oral des rats par le nitrate d’ammonium a raison de 400 mg/kg (N+0) a
entrainé un trouble du métabolisme biochimique caractérisé par une augmentation
significative (p < 0.05) de la glycémie, une augmentation hautement significative (p <
0.01) de l'acide urique, de l'urée, la créatinine, la bilirubine totale et directe et une
augmentation tres hautement significative (p < 0.001) des lipides totaux, cholestérol,

triglycéride, ASAT, ALAT, LDH, PAL par comparaison au groupe témoin.

L’addition du gingembre dans le régime alimentaire du troisieme lot (N+G) a rétabli les
parametres dosés a leur valeur normale. Toutefois, on a noté une légére augmentation

significative dans quelques parameétres par apport au lot témoin.

En revanche, nous enregistrons une modification tres significative dans la concentration

des parametres biochimiques dosés chez le dernier groupe (N*+G).

Les figures (20-23) résument I'ensemble des changements biochimiques provoqués par

le nitrate d’ammonium et la combinaison avec le gingembre.
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Tableau 12 : Variation des paramétres biochimiques chez les rats témoins et traités par le nitrate d'ammonium et /ou le gingembre

pendant 30 jours.
Lots experimentaux
Parametres
T (0 +0) G (0 + 2%) N (400 mg/kg + 0) N+G (400 mg/kg +2%) N*+G (600 mg/kg + 2%)
Glycémie (g/1) 1,15+ 0,15 1,10+ 0,14 1,45+0,27 * 1,17+ 0,13 1,19+ 0,10
Acide urique  (mg/dl) 4,90+ 0,85 3,70+ 0,87 * 6,80+ 1,23 ** 5,63+ 1,07 6,36+1,25*
Urée (mg/dl) 27,08+4,51 26,71+ 3,69 46,41+ 11,20 ** 35,19+ 9,04 39,28 + 10,50 **
Créatinine (mg/dl) 1,02+0,25 1,29+ 0,29 2,06+ 0,58 ** 1,34+ 0,35 1,67 + 0,39 **
Cholesterol (mg/dl) 96,69+1440  76,86+1540* 150,71 + 27,20 *** 121,70 £ 25,40 * 130,56 + 25,50 **
Triglycérides  (mg/dl) 132,25+2220 87,83+ 16,20 ** 109,81 + 33 *** 160,63 + 24,90 * 169,36 + 25,40 **
Lipidestotaux (mg/dl) 326,95+8450 281,94+ 80,50 720,85 + 98,60 *** 426,79 + 90,60 * 506,56 + 92,80 **
Bilirubine T  (mg/dl) 1,13+0,28 0,92+ 0,27 1,74+ 0,31 ** 1,25+ 0,30 1,44+0,31*
Bilirubine D  (mg/dl) 0,56+ 0,20 0,61+ 0,22 1,01+ 0,24 ** 0,76+ 0,21 0,86+ 0,22 ***
ASAT (UYT)  30,07+9,32 37,26+ 9,55 60,50 + 10,30 *** 42,33+9,82 * 46,39+ 10,10 **
ALAT (U/T) 26,43 + 6,45 32,80+ 6,54 45,47 + 8,20 *** 35,58 + 6,09 * 41,05+ 7,38 **
PAL (UYT) 130,90+ 14,60 14525+ 13,20 243,83 + 23,70 *** 159,63 + 20,60 * 169,75 + 20,90 **
LDH (U/T) 165,08 +32,80 177,93+ 31,90 296,18 + 36,20 *** 229,60 + 34,50 ** 274,76 + 35,40 ***

(P <0.05) ; " (P < 0.01) ; ¥ (P < 0.001) : Différence significative par rapport aux témoins.
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Figure 20 : Variation de la glycémie chez les rats témoins et traités par le nitrate
d’ammonium et /ou le gingembre pendant 30 jours.
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Figure 22 : Variation du bilan lipidique « lipides totaux, triglycérides & cholestérol »

chez les rats témoins et traités par les nitrates d’ammonium et/ou le gingembre

pendant 30 jours.
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rats témoins et traités par les nitrates d’ammonium et/ ou le gingembre pendant 30

jours.
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5.4. Influence du traitement sur la variation de parameétres du stress oxydant

5.4.1. Le malondialdéhyde (MDA)

Les résultats obtenus (tableau 13, figure 24) montrent une augmentation hautement
significative (p < 0,01) du taux de MDA dans le foie et les reins des rats mis sous nitrate
d’ammonium (N+0) pendant 30 jours, tandis que le traitement par le gingembre seul
(0+G) ou en combinaison avec I'ammonitrate (N+G) ne relévent aucune différence

significative par apport au groupe témoin.

Une légere augmentation significative (p < 0.05) dans le taux de MDA a été enregistrée
dans le lot traité par la grande dose du polluant accompagné avec le gingembre (N*+G)

par rapport au lot témoin.

Tableau 13 : Variation du taux de malondialdéhyde (nmol/mg prot) dans le foie et les
reins chez les rats témoins et traités par le nitrate d’ammonium et/ou le gingembre

pendant 30 jours.

Organes

Lots expérimentaux Foie Reins

0,63 +0,15 0,76 £0,16
T (0+0)
G (0+2%) 0,76 £0,18 0,54+0,14
N (400 mg/kg + 0) 1,08 +£0,17 ** 1,22+0,10 **
N+G (400 mg/kg + 2 %) 0,90 £0,16 0,94£0,18
N*+G (600 mg/kg + 2%) 0,97 +£0,20 * 1,00+0,11 *
* :  Différence significative par rapport au témoin (p < 0.05).
*x : Différence hautement significative par rapport au témoin (p < 0.01).
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Figure 24 : Variation du taux de MDA dans le foie et les reins des rats témoins et traités

par le nitrate d’ammonium et le gingembre pendant 30 jours

& gffet protectour dun antioapdiant naturel contre le stress oapdiatyf induit par le mitrate d ammonium ches les rats

&%



Chapitre § R éaullats

5.4.2. Le glutathion tissulaire (GSH)

Le gavage des rats par le nitrate d’ammonium (N+0) a une dose de 400 mg/kg de poids
corporel pendant 30 jours a entrainé un effondrement de glutathion tissulaire. On note
une diminution tres hautement significative (p < 0.001) du glutathion dans le foie, les
reins, les intestins et une diminution hautement significative (p < 0.01) dans la rate,

ainsi qu'une diminution significative (p < 0.05) dans les testicules et le cceur.

En revanche, chez les rats traités par la combinaison du nitrate d’ammonium et la
poudre de gingembre (N+G) on signale une diminution significative du glutathion
hépatique et intestinal, aucun autre changement significatif n'a été enregistré dans les

autres organes en comparaison avec le groupe témoin.

Chez le dernier lot (N*+G), une diminution hautement significative du taux de GSH a
été signalée dans le foie, les reins et les intestins en comparaison avec le groupe témoin

(tableau 14 et figure 25).
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Tableau 14 : Variation du taux de glutathion (n mol/mg protéines) chez les rats témoins et traités parle nitrate d'ammonium et /ou

le gingembre pendant 30 jours.

Lots experimentaux

Organes
T (0 +0) G (0 + 2%) N (400 mg/kg +0) N+G (400 mg/kg +2%) N*+G (600 mg/kg + 2%)

Foie 106,90 = 4,66 113,60+ 8,51 52,90 + 6,89%%% 99,27 + 7,31% 93,07 + 9,27%%
Reins 08,69 + 4,68 101,66 + 6,61 29,51 + 5,49%%% 92,73+8,28 88,89 + 7,96
Intestins 26,67+ 3,1 27,21+ 2,81 16,21 + 3,63%%% 23,64 + 2 55% 2042+ 3,11%%
Testicules 25,22+ 2,39 28+3,8 22,16+ 2,82% 254+2722 24,42+ 1,59
Rate 25,46+ 3,67 26,59+ 3,93 20,94 + 2,07%* 23,33+ 4,01 21,72 + 2,66%*
Coeur 66,02+ 5,54 65,33+7,3 58,09 + 5,56 65,35+ 5,15 64,57 + 6,58
* : Différence significatif par rapport au témoin (P < 0.05).
*& :  Différence hautement significatif par rapport au témoin (P < 0.01).
##%  : Différence trés hautement significatif par rapport au témoin (P < 0.001).
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Figure 25 : Variation du taux de glutathion hépatique, rénal, intestinal, splénique

testiculaire et cardiaque chez les rats témoins et traités par le nitrate d’ammonium

et/ou le gingembre pendant 30 jours.
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5.4.3. L’activité enzymatique de la GPx, CAT & GST

Les résultats motionnés au tableau 15 et les figures 26-28 permettent de montrer sur le
plan hépatique une claire diminution hautement significative (p < 0,01) des enzymes
antioxydantes (GPx, CAT) et une augmentation significative (p < 0,05) du GST chez les
rats traités par 400 mg/kg d’ammonitrate (N+0). L’analyse de I'activité de ces enzymes
au niveau des reins du méme groupe révéle une légere diminution significative de

I'activité enzymatique de la GPx, CAT et une augmentation significative du GST.

En revanche, la supplémentation du gingembre au régime alimentaire des rats (0+G) ne

montre pas de différence significative avec le groupe témoin.

On observe également une restauration de 1'activité des enzymes antioxydantes chez les

groupe de combinaison (N+G) et (N*+G).
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Tableau 15 : Variation de l'activité enzymatique de la GPx (umol GSH/ mg prot), GST (umeol GST/min/ mg prot) et la CAT (umol

H02/min/ mg prot) dans le foie et les reins des rats témoins et traités par le nitrate d'ammonium et ou le gingembre pendant 30

N*+G (600 mg/kg + 200) 0,251+ 0,08% 0,366+ 0,04 2,618+ 0,65 0,364+ 0,09 0,322+0,08 1,356+ 0,14

jours.
Parameétres mesures

Lots experimentaux FOIE REINS

GPx GST CAT GPx GST CAT
T(0+0) 0,389 + 0,06 0,304 + 0,07 3,465+ 0,51 0,397+011 0,265+ 0,07 1,604+ 0,28
G (0 +2%) 0,425 + 0,06 0,300+ 0,08 3,204+ 0,59 0,448+0,09  0,303+0,06 1,788+ 0,28
N (400 mg/kg + 0) 0,164+ 0,05%% 0,424+ 0,07% 1,553 + 0,60%* 0,244+ 0,07% 0,450+ 0,06* 1,063 + 0,26*
N+G (400 mg/kg + 2%0) 0,331+0,07 0,359+ 0,04 2,785+ 0,69 0,404+0,08  0311+0,07 1,440+ 0,27

¥ : Différence significative par rapport au témoin (P < 0.05).

#% . Différence hautement significative par rapport au témoin (P < 0.01).
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Figure 26 : Variation de 'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)

(b mol GSH/mg de prot) dans le foie et les reins des rats témoins et traités.
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Figure 27 : Variation de I'activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GSH-ST)

(0 mol GST/ min / mg de prot) dans le foie et les reins des rats témoins et traités.
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Figure 28 : Variation de l'activité enzymatique de la catalase (CAT) (u mol H2O2 / min /

mg de prot) dans le foie et les reins des rats témoins et traités
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5.5. Etude histologique

Le foie et le rein du rat mis sous le nitrate d’ammonium (400 mg/kg) pour une période
de 30 jours (N+0), présentent respectivement des dégénérescences hépatocellulaires
avec altération totale du parenchyme hépatique; et une atteinte tubulaire et vasculaire
sévére accompagnée d'une dégénérescence des glomérules rénaux. Les coupes
histologiques hépatiques et rénales des rats nourris par une combinaison de nitrate
d’ammonium et le gingembre (N+G), montrent une apparence normale des
hépatocytes. Les glomérules et les tubules rénaux semblent étre régénérés en

comparaison avec le groupe témoin.
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Groupe T (0+0) Groupe G (0+2%)
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—> Congestion cellulaire
—@ Vacuolisation des hépatocytes

Figure 29 : Coupes histologiques du foie des rats témoins et traités par le nitrate
d’ammonium et/ou le gingembre pendant 30 jours « grandeur x 400 ».
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Groupe N*+G (600 mg/kg + 2%)

—>» Hémorragie
—e Grand espace de Bowman

Figure 30 : Coupes histologiques du rein des rats témoins et traités par le nitrate
d’ammonium et/ou le gingembre pendant 30 jours « grandeur x 400 ».
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Chapitre 6 Siseussion

6. Discussion

Un grand nombre de xénobiotiques ont été identifiés pour leurs potentiels a produire
des radicaux libres dans les systémes biologiques (Kehrer, 1993). Actuellement, on
admet que les nitrates et les nitrites sont des précurseurs d’anion monoxyde d’azote
(NOe¢) aboutissant a la production de peroxynitrite (ONOO), et endommageant les
molécules biologiques importantes comprenant des thiols, des lipides, des protéines, et
des acides nucléiques (Raat et al, 2009). Les effets toxicologiques des nitrates et des
nitrites chez les vertébrés ont été évalués dans plusieurs especes, y compris les humains
(Fewtrell, 2004), les bétails (El Bahrie et al, 1997), les volailles (Atef et al, 1991), les
poissons (Williams et Eddy, 1989) et les amphibiens (Marco et al, 1999).

De ce fait, limiter la production des radicaux libres présente un objectif thérapeutique
de premier ordre. On a constaté dans notre étude que la supplémentation de 2 % de
gingembre dans le régime alimentaire des rats pendant une période de 30 jours a rétabli

a leurs valeurs normales tous les parametres dosés.

L’effet le plus important du nitrate sur la lignée sanguine est son action hémolysante
(p< 0,05) induisant une microcytose. Noter aussi une diminution importante de
I'hématocrite et une variation significative de ’hémoglobine due a sa transformation en
méthémoglobine. La méthémoglobinémie est l'effet indésirable le plus souligné de
l'intoxication aux dérivés nitrés. De nombreux travaux ont été entrepris sur ce sujet
(Sadeq et al, 2008 ; Rodriguez-Estival et al, 2010). Nos résultats ont confirmé ces études,
on a observé une augmentation tres hautement significative (p < 0.001) du taux de
métHb dans les rats traités par 400 mg/kg de nitrate d’ammonium. En outre nous
avons remarqué que le sang veineux recueilli dans des tubes secs avait une couleur
rouge foncée restant intact aprés agitation manuelle de quelques secondes, concordant
les résultats de (Henretig et al, 1988). Les nitrates ne sont pas directement
méthémoglobinisants, mais dans l'appareil digestif, un pourcentage de nitrates est
réduit en nitrites, qui sont dix fois plus cytotoxiques en raison de leurs propriétés
oxydatives. Les nitrites passent dans la circulation sanguine, diffusant aux autres tissus.
IIs entrainent une oxydation du fer ferreux (fe?*) présent dans I'’hémoglobine en fer

ferrique (fe3*). Ce dérivé d'hémoglobine encore appelé méthémoglobine est incapable
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de fixer I'oxygene, ce qui réduit son transport des poumons vers les tissus, générant des
conditions d'hypoxie dans les tissus vivants (Reid, 2000 ; Umbreit, 2007). Au cours de
ces réactions, les radicaux libres peuvent induire une peroxydation des acides gras
insaturés des phospholipides membranaires. En conséquence, la fragilité osmotique de
la membrane érythrocytaire responsable de 1'hémolyse (Ozturk et al, 2003). Cependant,
le gingembre est considéré comme efficace pour réduire le taux de méthémoglobine et
restaurer les valeurs des parametres hématologiques dans les lots de combinaisons,
démontrant ses propriétés antioxydantes.

La racine de gingembre contient des composés polyphénoliques possédant la structure
chimique idéale pour balayer les radicaux libres et protéger les lipides membranaires de
la peroxydation. Les propriétés antioxydantes des polyphénols résultent de leur
réactivité élevée comme donneurs d’hydrogene ou d'électrons et de leur capacité a
stabiliser 1'électron non apparié. De leur aptitude a séquestrer des métaux de transition
empéchant par la suite la réaction de Fenton et la production de OHe (Rice-Evans et al,

1997).

La consommation d'une eau contaminée par le nitrate d’ammonium provoque un
déséquilibre biochimique marqué essentiellement par une augmentation tres
significative du bilan hépatique et rénal accompagnée par une hyperglycémie et
hyperlipidémie. Le nitrate peut également étre suspect d’avoir un effet diabétogénique
chez les enfants ; plusieurs études européennes ont essayé de déterminer une relation
entre la concentration en nitrate des eaux potables et le diabete insulinodépendant
(DID). Les données sont toutefois limitées et contradictoires (Parslow et al, 1997;
Moltchanova et al, 2004). Le rajout du gingembre dans la diete des rats a diminué la
glycémie chez les rats de combinaisons, ces résultats sont on accord avec les études
précedement rapportées (Al-Amin et al, 2006 ; Shahidul Islam et Choi, 2008). Il est donc
possible que la consommation de gingembre puisse avoir un effet bénéfique sur le

contrdle du diabéte, mais d’autres études sont nécessaires pour valider cette hypothése.

Les résultats obtenus révelent une augmentation tres hautement significative (p < 0.001)

des concentrations sériques du cholestérol, triglycérides et lipides totaux chez les rats
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mis sous nitrate d’ammonium (N+0); cette hyperlipidémie peut étre expliquée par
I'hypothyroidie (Jublanc et Bruckert, 2004 ; Pearce, 2004). Chez les animaux, des études
expérimentales ont prouvé que le nitrate inorganique est un agent goitrigene a court
terme provoquant une hypertrophie des cellules épithéliales de la glande thyroidienne
(Gatseva et Argirova, 2008). Toutefois, dans les lots de combinaisons nous avons
enregistré une amélioration des taux de triglycéride, cholestérol et lipides totaux, ces
résultats sont conformes aux travaux de (Bhandari et al, 2005 ; Alizadeh-Navaei et al,
2008). L"activité hypolipidémique du gingembre semble dépendre de sa capacité a :

inhiber la biosynthese cellulaire du cholestérol au niveau du foie, induisant une

augmentation de l'activité des récepteurs LDL (Ness et al, 1996) ;

inhiber 1'hydrolyse des lipides dans le tractus gastro-intestinal (Han et al, 2005)

réduisant la peroxydation lipidique (Liu et al, 2003) ;

augmenter l'activité de la lipase et 'amylase pancréatique (Patel et Srinivavasan,

2000) ;

augmenter le péristaltisme intestinal (Hashimoto et al, 2002) ;

augmenter la conversion du cholestérol en acide biliaire et son excrétion fécale

(Srinivasan et Sambaiah, 1991).

La créatinine, 'urée et 'acide urique, sont des déchets produits par le métabolisme
protéique. Ils sont éliminés par les reins, et utilisés généralement comme indicateur
d’une fonction rénale correcte. Lorsqu’une insuffisance rénale s’installe, les taux de ces
parametres augmentent, c’est ce que nous avons observé chez les rats du 3¢me Jot (N+0),
prouvant l'effet néphrotoxique du nitrate d’ammonium (Boukerche et al, 2007). Nos
résultats ont aussi démontré le role bénéfique du gingembre sur la fonction rénale. On
a enregistré une normalisation du bilan rénal étudié (urée, créatinine et acide urique)
aprés l'addition du gingembre comme supplément alimentaire. Ces résultats sont

corrélés avec les travaux de (Ajith et al, 2007 ; Al-Qattan et al, 2008).

Concernant nos résultat sur les rapports hépato-corporels, on peut démontrer qu'une
consommation importante de nitrate peut causer une hépatomégalie (N+0), pour

évaluer cette lésion nous avons procédé a un bilan hépatique. Les activités d'ASAT,
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ALAT, PAL et LDH ont été sensiblement élevées chez les rats traités au nitrate
d’ammonium comparés au groupe témoin. Ainsi I'augmentation considérable du taux
sérique de la bilirubine indique que la fonction excrétoire du foie est altérée.
Confirmons !'effet hépatotoxique de ce xénobiotique. Nos résultats sont bien conformes
aux données publiés précédemment par Ogur et al (2005), Boukerche et al (2007) et
Rodriguez-Estival et al (2010). Nous avons également constaté un rétablissement du
taux sérique de la bilirubine, et une amélioration des enzymes hépatiques (ASAT,
ALAT, PAL, LDH) apres l'addition du gingembre au régime alimentaire des rats
(N+G). Cette interprétation est renforcée par les résultats d’El-Sharaky et al (2009) et
Rong et al (2009).

Pour défendre l'idée affirmant 1'effet hépato-protecteur et néphroprotecteur exercé par
le gingembre, des échantillons de foie et de rein des cinq groupes ont été examinés en
microscopie optique. Le stress oxydant causé par le nitrate d’ammonium peut avoir un
impact négatif sur ces tissus. Le foie et le rein du lot (N+0) présentent respectivement
des dégénérescences hépatocellulaires avec altération total du parenchyme hépatique,
une atteinte tubulaire et vasculaire sévere accompagnée d’une dégénérescence des
glomérules rénaux. Ces résultats concordent avec ceux d’Ogur et al, 2005. Le gingembre
améliore les modifications cellulaires observées précédemment, les coupes
histologiques du lot (N+G) montrent une restitution des hépatocytes, et une
régénération des glomérules et des tubules rénaux. Cet effet protecteur de gingembre
est prouvé évidemment par des autres travaux (Shanmugam et al, 2010 ; Shanmugam et

al, 2011).

Le stress oxydant est une circonstance anormale dans laquelle sont placés les tissus de
notre organisme lorsqu'ils sont face a un flux accru de radicaux libres, et qu'ils
n'arrivent plus a piéger ou a détruire. Evaluer le stress oxydant consiste donc a estimer
les mécanismes de défense et analyser les produits secondaires qui peuvent en résulter.
Le malondialdéhyde (MDA) est 1'un des plus importants marqueurs du stress oxydatif.
I a été mesuré dans le foie et les reins pour refléter le degré de la peroxydation

lipidique. Impliquant principalement les acides gras polyinsaturés, ce processus
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endommage la structure et la fonction cellulaire responsable de la perte de I'intégrité
membranaire, et la lyse cellulaire (Romero et al, 1998 ; Stark, 2005). Dans notre étude, le
gavage par le nitrates d’ammonium (N+0) a entrainé une augmentation significative du
taux d'MDA dans le foie et le rein, expliquant que la peroxydation lipidique a eut lieu

au niveau des tissus incriminés. (Ogur, 2005).

L'organisme se protege en permanence contre la formation et 1'agression de ces
oxydants grace a divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non
enzymatiques (Halliwell, 1994). Parmi ces derniers, on retrouve principalement le
glutathion réduit (GSH), il permet a l'organisme de se débarrasser des toxines et
polluants indésirables, en formant avec eux un composé hydrosoluble susceptible d’étre
excrété dans 1"urine ou la bile. Lorsque le glutathion est oxydé sous forme (GS¢) il peut
réagir avec un autre anion de glutathion pour former la molécule oxydée (GS-SG). Par
la suite, elle peut étre réduite en GSH de nouveau par la glutathion réductase NADPH-
dépendante (Valko et al, 2007). Il est donc intéressant d’étudier le niveau de GSH dans
le foie, les reins, les testicules, les intestins, la rate et le cceur. Lors du traitement avec le
nitrate d’ammonium, les taux de GSH sont nettement diminués. Cet effondrement est
peut étre dGi a sa conjugaison directe avec les especes radicalaires produites par ce
xénobiotique et/ou en raison de l'inhibition des enzymes antioxydantes qui sont
impliquées dans sa régénération. Nos résultats conviennent avec ceux de Boukerche et

al, 2007.

Le glutathion (GSH) exerce son role en synergie avec les enzymes antioxydantes, parmi
lesquelles figurent la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GSH-Px),
la glutathion réductase (GSH-R), la glutathion transférase (GSH-ST), la catalase (CAT)
et le systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase. Dans cette étude, nous allons doser
la GSH-Px, la CAT et la GSH-ST dans le foie et les reins comme étant des organes cibles
spécialisés dans la détoxification. La catalase est une enzyme ayant un role majeur de
catalysant d’ott son nom, la décomposition de H2O2 en HxO et O,. Cette fonction est
partagée avec la glutathion peroxydase qui a besoin de glutathion et de sélénium pour

fonctionner correctement, en plus son role principal d’éliminer les peroxydes lipidiques
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(Valko et al, 2007). La glutathion S-transférase est une enzyme ayant un role important
dans la désintoxication des xénobiotiques et la protection contre les métabolites nocifs

générés apres la dégradation des macromolécules (Hayes et Pulford, 1995).

L’évaluation biochimique de ces systémes enzymatiques antioxydants a mis en
évidence une réduction significative de l'activité de la GSH-Px et la CAT suivie par une
augmentation significative de 1'activité de la GSH-ST dans le foie et le rein des rats
soumis au nitrate d’ammonium (N+0). Les niveaux de ces antioxydants peuvent fournir
une idée claire sur I'ampleur des dégats cytotoxiques qui se produisent dans ces tissus
(Sies, 1993). La réduction du niveau de CAT est peut étre due a la production excessive
d'H20>. Ainsi, la diminution de 'activité de la GSH-Px est due a la déplétion de GSH
intracellulaire. La capacité d’'ONOO- a traverser les membranes cellulaires contribue a
sa toxicité, en permettant de cibler les molécules cellulaires (Macfadyen et al, 1999). Le
peroxynitrite a été démontrée dans I'inhibition de I'activité de la CAT (Keng et al, 2000),
la GSH-Px ( Padmaja et al, 1998), de favoriser la formation des peroxydes lipidiques (Shi
et al, 1999), nitration du cytochrome C (Cassina et al, 2000) et la modification de GSH-R
(Francescutti et al, 1996). La persistance de cette inhibition, la production de ROS et
I'augmentation de NOe® aboutissent a un effondrement des systemes antioxydants
(Chow et Hong, 2002). Dans de telles circonstances, ces systemes peuvent devenir
incapables de protéger 1'organisme contre les attaques radicalaires, c'est pourquoi la
recherche d’antioxydants naturels ou d’extraits a pouvoir antioxydant a suscité

beaucoup d’intérét.

La supplémentation du gingembre réduit considérablement le stress oxydatif au niveau
des tissus prélevés en stimulant 1’activité de la CAT et GSH-Px, en restituant les teneurs
en GSH et en rétablissant les niveaux d’'MDA a la norme en comparaison avec le groupe
témoin. Cela serait probablement dt a 'influence des composés bioactifs présents dans
la plante (El-Sharaky et al, 2009). Nos observations corroborent celles d'autres
chercheurs ; et parmi ces études on peut citer les recherches de Mallikarjuna et al (2008)
qui ont constaté que 1 % de gingembre améliore considérablement les effets déléteres

causés par l'éthanol. En outre Sharma et Singh (2012) ont montré que le jus de
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gingembre augmente les niveaux de GSH, SOD, CAT, GPx, GR et diminue la
peroxydation lipidique provoquée par le dichlorvos seul ou en combinaison avec le

lindane chez les rats.

Le gingembre a été prouvé d’avoir d'excellentes propriétés antioxydantes jusqu'a 40 fois
plus élevées que la vitamine E (Shin et al, 2005 ; Shanmugam et al, 2010 ; Onwuka et al,
2011 ; Ramudu et al, 2011 ; Charles, 2013). Cette activité est positivement associée au
contenu en phénols. Les principaux composés phénoliques sont les gingerols, les
shogaols, les paradols et le zingérone (Dugasani et al. 2010). Le gingembre semble
exercer son action antioxydante en assurant le balayage de 'anion superoxyde et les
radicaux hydroxyles (Adhikari et al, 2007 ; Ali et al, 2008). En diminuant la production
de NO+ cytotoxique (Ippoushi et al, 2003 ; Ippoushi et al, 2005 ; Shimodo et al, 2010) et

en réduisant les risques de pathologies liées au stress oxydant.

A la suite d’'une trentaine d’analyses effectuées, le gingembre, ainsi que le curcuma, la
menthe, la coriandre, le brocoli et les choux de Bruxelles sont classés parmi les quatorze

végétaux frais les plus fortement antioxydants (Kaur et Kapoor, 2002).

Etant donné que la quantité de gingembre étudiée peut étre facilement incorporée et
consommeée par les humains, un apport régulier de gingembre peut étre suggéré pour
renforcer le statut antioxydant, qui a son tour permettra de réduire les dommages

oxydatifs dans les tissus vivants.
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Conclusion & Perspective

Notre projet d’étude vise a évaluer d"une part le potentiel toxique d'un contaminant a

usage agricole, le nitrate d’ammonium et d’autre part montrer les effets bénéfiques du

gingembre «Zingiber officinale». Pour mener a terme notre projet de recherche des

parametres hématologiques, biochimiques et certains marqueurs de stress oxydant ont

été mesurés chez des rats témoins et traités par nitrate d’ammonium et/ou gingembre

pour une période de 30 jours. Les résultats obtenus peuvent étre résumés dans les

points suivants :

Une croissance normale des rats, aucun changement significatif n'a été enregistré
durant la période de traitement.

Les rats mis sous 400 mg/kg de nitrate d’ammonium montrent une augmentation
de la méthémoglobine et wune diminution significative des parametres
hématologiques (GR, GB, Hb, VGM, HT). En revanche, le rajout du gingembre dans
la diete des rats a rétabli les parametres étudiés par rapport au groupe témoin.

Sur le plan biochimique, la toxicité du nitrate d’ammonium s’est manifestée par un
déséquilibre métabolique essentiellement marqué par wune hyperglycémie,
hyperlipidémie, une augmentation trés significative du bilan hépatique et rénal.
Cependant, la présence du gingembre dans le régime alimentaire a restauré les
parametres biologiques a leur valeur normale, par rapport au lot témoin.

Les rats soumis au nitrate d’ammonium développent une augmentation du taux
tissulaire de MDA et de la GSH-ST, diminution de l'activité enzymatique de la
GSH-Px et la CAT avec un effondrement du taux de glutathion. Ces parametres ont
étés équilibrés par la supplémentation du gingembre.

Les coupes histologiques réalisées sur des fragments de foie et de rein, permettent
de confirmer I'effet cytoprotecteur du gingembre par la restitution des hépatocytes,

la régénération des glomérules et des tubules rénaux.

Malgré l'intoxication au nitrate d’ammonium, aucune perte d’animaux n'a été

enregistrée, mais plusieurs parametres biochimiques et hématologiques étaient affectés,

en particulier les marqueurs du stress oxydant. Ce dernier est un syndrome qu'il
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convient de mettre en évidence vue son implication dans plusieurs pathologies. Les
antioxydants naturels sont considérés comme une thérapie idéale pour faire face au
stress oxydant. Le gingembre est 'une des épices communément consommeée pour ses
propriétés culinaires et médicinales. Plusieurs études se sont intéressées a sa racine
fraiche ou seche, mettant en évidence la présence non seulement de composés actifs
capables de piéger les radicaux libres et d'inhiber les processus d’oxydation, mais aussi

sa richesse en éléments minéraux indispensables pour certaines enzymes antioxydantes.

Notre étude s’est limitée a 1'utilisation de la racine dans sa globalité. L'extraction des
principes actifs n'a pas été abordée dans ce projet mais nos résultats probants nous

permettent d’affirmer les effets bénéfiques de cette plante médicinale.

Pour conclure, I'effet des plantes médicinales peut étre bénéfique pour 1'organisme si
une utilisation rationnelle est préconisée. Un apport adéquat de gingembre dans notre

régime alimentaire serait avantageux sur notre santé.

Comme, perspective, il serait intéressant de compléter nos résultats par le dosage des
autres parametres tels que le radical monoxyde d’azote, la SOD, la GR, le rapport

GSH/GSSG...)

On espére dans le prochain travail :
Extraire les substances actives responsables des propriétés antioxydantes.
Etudier d’autres plantes médicinales plantées en Algérie et comparer leurs

propriétés phytothérapiques avec celle de gingembre.
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ANNEXES



Annezves

Fiches techniques Kit Spinréact (Espagne)
Bilan rénal sanguin
% Mesure de 'urée

Les réactifs

Phosphate pH 6.7 50 mmol/1

EDTA 2 mmol /1
R 1 tampon

Salicylate de sodium 400 mmol/1

Nitroprusside de sodium 10 mmol/1

Hypochlorite de sodium 140 mmol/1
R 2 NaClO

Hydroxyde de sodium 150 mmol/1
R 3 Enzymes Uréase 30000 U/1
Urée calibrant Urée aqueux standard 50 mg/dl

Préparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre un comprimé R 3 dans la fiole R 1, mélanger bien et doucement jusqu’a la
dissolution complete.

Le réactif R 2 est prét pour 1'usage direct.

Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -~ 10 --
Echantillon (1) -- -- 10

Meélanger et incuber pendant 5 min a 37°C

R2 (ml) 1.0 1.0 1.0

Meélanger et incuber pendant 5 min a 37°C

Mesurer "absorbance (A) de I’échantillon et du standard a 580 nm contre le blanc, la

couleur est stable apres 30 min a une température allant de 15 a 25°C.
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Annezves

(A) échantillon
Calcul Concentration de ['urée (mg/dl) = » 50 (standard conc.)
{A) standard
% Mesure de la créatinine
Les réactifs
R1 Acide picrique 17.5 mmol/1
R2 Hydroxyde de sodium 0.29 mol/1
Créatinine calibrant Créatinine aqueux standard 2 mg/dl

Préparation du réactif de travail (RT) : mélanger a parts égalesR1 et R 2.

Mode opératoire

Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -~ 100 --
Echantillon (1) -- -- 100

Mélanger et déclencher le chronometre.

Lire la densité optique (A1) apres 30 secondes a 492 nm et la densité optique (A>)

apres 90 secondes.

Calculer : AA = AA; - AA1. (La concentration du standard = 2 mg/dl).

Calcule

Concentration de la créatinine (mg [ dI) =

AA ichantillon - AA Blane

x2

AA ctandard = AA blane
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Annezves

% Mesure de 'acide urique

Les réactifs

Phosphate pH 7.4 50 mmol/1
R 1 tampon
2-4 Dichlorophenol sulphonate (DCPS) 4 mmol/1
Uricase 60 U/l
Peroxydase (POD) 660 U/1
R 2 enzymes
Ascorbate oxidase 200 U/l
4-Aminophenazone (4-AP) 1 mmol/1
Acide urique calibrant | L’acide urique aqueux standard 6 mg/dl
Préparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution complete.
Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -~ 25 --
Echantillon (ul) -- -- 25

Agiter et incuber pendant 5 min a 37° C.

Mesurer |'absorbance (A) de Iéchantillon et du standard a 520 nm contre le blanc.

Calcule | Concentration de I'acide urique (mg/dl) =

(A) échantillon

(A) standard

x 6 (standard conc.)
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Annezves

% Bilan lipidique

Mesure du cholestérol

Les réactifs

PIPES pH 6.9 90 mmol/1
R 1 tampon
Phénol 26 mmol /1
Cholestérol estérase (CHE) 300 U/1
Cholestérol oxydase (CHOD) 300 U/1
R 2 enzymes
Peroxydase (POD) 1250 mmol/1
4-Aminophenazone (4-AP) 0.4 mmol/1
Cholestérol calibrant Cholestérol aqueux standard 200 mg/dl
Préparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu'a la dissolution complete.
Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -- 10 --
Echantillon (ul) -- -- 10

Agiter et incuber pendant 5 min a 37°C.

Mesurer I’absorbance (A) de 1’échantillon et du standard a 505 nm contre le blanc.

Calcule | Concentration du cholestérol (mg/dl) =

(A) échantillon

(A) standard

» 200 (standard conc.)
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Annezves

% Mesure des triglycérides

Les réactifs

GOOD pH?7.5 50 mmol/1
R 1 tampon
P-chlorophénol 2 mmol/1
Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/1
Glycérol kinase (GK) 500 U/1
Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/l
R 2 enzymes
Peroxydase (POD) 440 U/l
4-Aminophenazone (4-AP) 0.1 mmol/1
ATP 0.1 mmol/1
Triglycérides calibrant triglycérides aqueux standard 200 mg/dl
Préparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre le contenu de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution complete.
Mode opératoire
Blanc Standard Echantillon
RT (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard (ul) -- 10 --
Echantillon (ul) -- -- 10

Agiter bien et incuber pendant 5 min a 37° C.

Mesurer l'absorbance (A) de Iéchantillon et du standard a 505 nm contre le blanc.

(A) échantillon

Calcule | Concentration des triglycérides (mg/dl) =

(A) standard

s 200 (standard conc.)
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Annezves

% Mesure des lipides totaux

Les réactifs

Réactif principal (R) Phosphovainilline 235 mmol/1

Lipides totaux calibrant Lipides totaux aqueux standards 750 mg/dl

Réactif optimal Acide sulfurique H2SO4 80 %
Les réactifs sont préts pour 1'usage direct.
Mode opératoire

Standard Echantillon

H>S04 (ml) 25 25

Standard (ul) 100 --

Echantillon (ul) -- 100

Mélanger et incuber les tubes préparés dans un bain marie pendant 10 min a 100°C.

Refroidissez dans la glace et transférez dans une cuvette.

Blanc Standard Echantillon
R (ml) 1.0 1.0 1.0
Standard de l’acide condensé (ul) -- 50 --
Echantillon d’acide condensé (ul) -- -- 50

Secouer entierement les tubes en utilisant un agitateur mécanique.

Incuber pendant 15 min a 37°C.

Lire I'absorbance (A) de l’échantillon et du standard a 520 nm contre le blanc, la

couleur est stable aprés 1 heure.

Calcule

(A) échantillon

Concentration des lipides totaux (mg/dl) =

s 790 (standard conc.)

(A) standard
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Annezves

Bilan hépatique

% Mesure de 'aspartate aminotransférase (ASAT / TGO)

Les réactifs

Tris pH 7.8 80 mmol/1
R 1 tampon

L-aspartate 200 mmol/1

NADH 0.18 mmol/1

Lactate déshydrogénase (LDH) 800 U/1
R 2 substrat

Malate déshydrogénase (MDH) 600 U/l

a-cétoglutarate 12 mmol/1

Préparation du réactif de travail (RT) : dissoudre un comprimé de R 2 dans une fiole de

R1.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (1) 100
Température (°QO) 37

Mélanger et incuber pendant une minute.

Lire I’absorbance initiale a 340 nm et démarrer le chronomeétre simultanément.

Lire de nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

Calcule [

ASAT (Ufl) = AA / min x 1750

% Mesure de I’alanine aminotransférase (ALAT/GPT)

Les réactifs

Tris pH7.8 100 mmol/1

R 1 tampon
L-alanine 500 mmol/1
NADH 0.18 mmol/1
R 2 substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/l
a-cétoglutarate 15 mmol/1
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Préparation du réactif de travail (RT) : Dissoudre un comprimé de R2 dans le flacon de

R1.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (ul) 100
Température (°C) 37

Mélanger et incuber pendant une minute.
Lire I’absorbance initiale a 340 nm et démarrer le chronomeétre simultanément.

Lire de nouveau apres 1,2 et 3 minutes.

Calcule [ ALAT (U/l) = AA / min x 1750 J

% Mesure de la phosphatase alcaline (PAL)

Les réactifs

Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol/1
R 1 tampon

Chloride de magnésium 0.5 mmol/1
R 2 Substrat p-Nitrophenylphosphate (PNPP) 10 mmol/1

Préparation du réactif de travail (RT)
Dissoudre un comprimé de R2 dans une fiole de R1.
Mélanger bien et doucement jusqu’a la dissolution complete. Ce réactif est stable 21

jours a 2-8°C, ou 5 jours a 15-25°C.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.2
Echantillon (ub) 20
Température (°QO) 37
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Mélanger et incuber une minute

Lire I’absorbance initiale a 405 nm et démarrer le chronomeétre simultanément.

Lire de nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.

Calcule

PAL (U/1) = AA / min x 3300

Mesure du lactate déshydrogénase (LDH)

Les réactifs

Imidazol 65 mmol/1
R 1 tampon

Pyruvate 0.6 mmol/1
R 2 Substrat NADH 0.18 mmol/1

Préparation du réactif de travail (RT)

Dissoudre un comprimé de R2 dans une fiole de R1.

Mélanger doucement jusqu’a la dissolution complete.

Mode opératoire

Réactif de travail
Echantillon

Température

(ml)

(1D
(°C)

50
37

Mélanger et incuber une minute.

Mesurer la diminution de la densité optique par minute pendant 1 a 3 minute.

Calcule

LDH (U/T) = AA / min x 9690
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Mesure de la bilirubine

Les réactifs

Acide sulfonique 30 mmol/1
R1 (D)

Acide hydro chlorhydrique 150 mmol/1

Acide sulfonique 30 mmol/1
R2(T) Acide hydro chlorhydrique 50 mmol/1

Dimethyl sulfoxide (DMSO) 7 mol/1
R 3 Nitrite de sodium 29 mmol/1
Facultatif Bilirubine standard Ref : 1002250

Préparation du réactif de travail : Les réactifs sont préts a I'emploi

Mode opératoire

Blanc B totale Blanc B directe
R1 (D) (ml) - - 1.5 1.5
R2(T) (ml) 1.5 1.5 -- --
R 3 (ul) -- 50 - 50
Echantillon / Standard (ul) 100 100 100 100

Mélanger et incuber pendant 15 minutes a 15-25°C.

Mesurer 1'absorbance (A) a 555 nm.

Calcule

Bilirubine (mg/dl) = ((A) échantillon - (A) échantillon blanc) x Facteur

Concentration du standard

Facteur =

(A) Standard - (A) Blanc

Bilirubine totale =191
Facteur théorique {

Bilirubine directe =14
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Préparation des solutions

% Dosage du glutathion :
Solution EDTA (0,02 M) :

Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750ml d’eau distillée.
Solution DTNB (0,01 M) :

Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.
Solution d’acide salicylique (0,25 %) :

Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml d’eau distillée.

% Dosage du MDA :
Solution TCA (20 %) :

Dissoudre 20 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée
Solution Tris :

Dissoudre 0,15 g de tris dans 50 ml d’eau distillée
Solution TBA (0,67 %) :

Dissoudre 0,33 g de TBA dans 50 ml de la solution tris

% Dosage de la glutathion peroxydase (GPx) :
Solution TBS : Tris (50 mM, NaCl (150 mM) :
Dissoudre 8,775g NaCl dans 11 d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le
volume a 11 par la solution NaCl (150 mM) et ajuster le pH a 7,4 en ajoutant HCl ou
NaOH.
Solution du GSH (0.1 mM) :
Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée.
Solution TCA (1 %) :
Dissoudre 1g TCA dans 100 ml d’eau distillée.
Solution DTNB (1,0 mM) :
Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.

% Dosage de la glutathion-S-transférase (GST) :
Solution CDNB (0,02 M) :
Dissoudre 202,55 mg CDNB dans 50 ml d’éthanol absolu.
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Solution GSH (0,1 M) :
Dissoudre 153,65 mg GSH dans 50 ml d’eau distillée.

% Dosage du catalase (CAT):
Tampon phosphate (0,1M) :
Solution (A) : dissoudre 35,8 g de Na2HPo4 dans 11 d’eau distillée
Solution (B) : dissoudre 13,8 g de NaH2PO4 dans 11 d’eau distillée
Mélanger 61,5 ml de la solution (A) et 438,5 ml de la solution (B), et ajouter 21,39 g de

saccharose.

% Dosage des protéines par la méthode de Bradford :

Solution BSA (1 mg/ml) :
Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.

Réactif de Bradford :
Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml d’éthanol (95 %). Agiter par
'agitateur pendant 2 heures, puis ajouter 100 ml d’acide orthophosphorique (85 %) et
850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 1 de solution).
Ce réactif doit étre filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum a une température

de 4 °C et a I’abri de la lumiére.

% Réalisation de la gamme d'étalonnage des protéines :

BSA ml 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

DO a595 nm 0 0,05 0,1 0,15 0,20 0,25

% Réalisation de la gamme d'étalonnage du MDA

1,1,3,3-tetraetoxypropane ml 0 20 40 80 160 200

DO a 530 nm 0 0.111 0.2 0.4 0.743 0.935
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% Préparation du Bouin alcoolique (100 ml) :

Mélanger :
45 ml de solution d’acide picrique 1 % dans de 1’éthanol (95 %)
26 ml de Formol.
07 ml d’acide acétique.

22 ml d’eau distillée.
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